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第１章 緒論 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2 
 １－１ はじめに 
 
 畜舎から発生する汚水中には、富栄養化物質の窒素とリンが高濃度で存在するため水質汚濁防止法に
より各成分の排水基準が設定されている。しかし、畜産事業所の規模や季節によって基準値より高めの
窒素とリンを含む畜産 2 次処理排水が環境中に放出されることによる公共用水域の特に内湾や湖沼とい
った閉鎖性水域の富栄養化が問題となっている。本章では畜産 2 次処理排水中に残留する窒素およびリ
ンの実態、また、これら富栄養化物質に対する従来の処理法について提言する。 
 
１－２ 畜舎汚水の富栄養化物質および処理法 
 
  (1) 畜舎汚水処理の状況 
 
畜舎汚水中には、家畜の糞尿、乳脂質、抗生物質、畜舎洗浄時に使用した洗剤が含まれており、適切に
堆肥化および焼却処理後、圃場に還元し有効利用されている。しかし、圃場面積が小さく、1戸当たりの
飼養頭羽数の多い我が国の畜産経営において、大規模な畜舎汚水処理設備を設置することは困難なため、
自家圃場への還元は一部しかされず、大部分は環境中に放出される【1】。畜舎汚水には窒素やリンといっ
た富栄養化物質が多く含まれており、未処理の汚水が畜舎周辺の土壌中に流出した場合、地下水汚染の
原因となる【1】。法的にも、一定規模以上の畜産事業所は水質汚濁防止法（第 3 条）で特定施設に指定
され、ここから排出される畜舎排水は環境省により一定の水質基準が設定されている【2】。すなわち、家
畜糞尿や畜舎清掃排水を含んだ畜舎汚水を公共用水域に放流する場合、所定の水質を満たすように処理
することが義務付けられている。さらに平成 13年 7月には、水質汚濁防止法に基づき排水中の硝酸性窒
素が人の健康に害を与えるとして、環境省は環境基準（硝酸性窒素および亜硝酸性窒素：10mg/L 以下）
を設け、これは規模によらず対応を要求される【2】。 
具体的な基準として生活環境項目は、50m2以上の豚房、200m2以上の牛房、500m2以上の馬房排水で
1日当たりの平均排水量 50m3/日以上が規制の対象となり、pH（海域以外の公共用水域：pH 5.8から pH 
8.6、海域：pH 5.0以上から pH 9.0以下）、生物化学的酸素要求量（BOD：160mg/L）、化学的酸素要求
量（COD：160mg/L）、浮遊物質量（SS：200mg/L）、大腸菌群数（CFU：3,000個/ml）は全国一律で、
窒素とリン含有量は環境庁告示（第 27号、第 66号）により一般排水基準（窒素 120mg/L、リン 16mg/L）
と暫定排水基準（窒素 170mg/L、リン 25mg/L）に適用されている【3】。また、平成 28年 7月以降、健
康項目はアンモニア、アンモニウム化合物、亜硝酸化合物および硝酸性化合物の一律排水基準（100mg/L）
と暫定排水基準（畜産農業：600mg/L）が適用され、特に亜硝酸化合物は水中の酸素と強く結合し、人体
や水生生物に悪影響を与えることから、今後、さらに排水基準が厳正化すると予想される【4】。畜産農業
における特定事業所登録件数は約 30,000件になり、その内の約 400件が水質汚濁防止法の生活環境項目
（窒素：120～170mg/L、リン：16～25mg/L）に該当し、残りは健康項目（100～600mg/L）に適用され
る小規模施設であることから、日々、処理が不十分な畜産2次処理排水の発生の可能性が考えられる【5】。 
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  (2) 畜産 2次処理排水中の窒素とリンの特性 
 
畜産 2次処理排水中の窒素は、有機態窒素（ORG-N）、アンモニウム態窒素（NH4-N）、亜硝酸態窒素
（NO2-N）、硝酸態窒素（NO3-N）の形態で存在し、各地域の畜産農家から排出される窒素成分濃度の調
査によると、九州地方の豚舎で発生した活性汚泥処理水中の全窒素（TN）は 110mg/Lであり、その内の
NH4-Nは 62mg/L、NO2-Nは 22mg/L、NO3-Nは 26mg/L含まれていた。また、神奈川県で発生した処
理水中の硝酸性化合物は健康項目の暫定排水基準（平成 17年度：900mg/L）を超えていなかったが、生
活環境項目の一般排水基準（平成 17年度：120mg/L）においては 60検体中 27検体が基準値を満たして
おらず、処理水中の窒素を形態別に割り当てると ORG-Nは 37%、NH4-Nは 44%、NO2-Nは 3%、NO3-
Nは 16%を占めていた【6】（図 1－1）。九州地方と神奈川県の畜産 2次処理排水中に残留する窒素成分
の分析結果から NH4-Nの残存量が最も多く、排水基準を満たすためには NH4-Nを優先的に処理するこ
とが重要であると考えられた【7】。 
 リンの処理については高度処理を検討しており、東京都の畜舎から排出される畜産 2 次処理排水中の
リンは東京都環境確保条例に係る基準値（16mg/L）を超えていることから、対策として塩化鉄を用いた
凝集沈殿処理により排水中のリンを 1mg/Lまで除去・回収している【3】【6】。また、神奈川県の小規模
農家は回分式浄化槽と連続式浄化槽により原水を処理後、処理水中には平均 8.3mg/L のリンが残存して
おり、通電透析法および晶析法の高度処理によるリン回収が検討されている【7】【8】。排水中のリン回収
を主流としている理由は、リンが化学肥料の材料や工業原料として使用される有用資源であり、米国地
質調査所（United States Geological Survey：USGS）によると数十年後には埋蔵されているリン鉱石（約
180億トン）の枯渇が懸念されているためである（図 1－2）【9】【10】。そして、畜産農業において年間
で発生する排水中には総計 10.98万トン（糞：9.92万トン、尿：1.06万トン）のリンが含まれており、
再利用可能な方法で高度処理することが望まれている【11】【12】。 
 
 
  (3) 汚水処理を構成する基本工程 
 
 畜舎汚水は、1次処理、2次処理および汚泥処理の工程を経て処理され、必要な場合には高度処理が付
加される【13】【14】（図 1－3）。1次処理では、汚水中の砂粒や SSといった固形物を沈殿分離、浮上分
離、ふるいやスクリーンにより除去する。2次処理は、1次処理で取り除けなかった汚水中の有機物を微
生物により分解する。方法としては、酸素を十分に満たした好気槽での簡易曝気処理や活性汚泥処理、ま
た、無酸素状態にした嫌気槽でのメタン発酵処理が挙げられる。畜舎汚水中の窒素のほとんどは、好気性
微生物（硝化菌）と嫌気性微生物（脱窒菌）を好気槽と嫌気槽に分けて生物処理される。しかし、リンに
おいては高度処理を付加しなければ、排水基準を満たすことが難しく、健康項目の窒素において有害物
質に指定されている硝酸性化合物は NH4-N、NO2-N、NO3-Nの合計で見積もられているため、処理水中
に残留する窒素形態に応じて高度処理する必要がある【4】。 
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(4) 活性汚泥法を利用した 2次処理の工程 
 
2次処理では、様々な種類の微生物の集合体である活性汚泥により排水中の有機物、窒素を処理する方
法が主流となっている【12】【15】。活性汚泥法は、排水中の有機物（ORG）を分解するための嫌気槽、
そして、主に NH4-NをNO2-Nおよび NO3-Nに変換させる好気槽（曝気槽）に区分されており、曝気槽
で生成されたNO2-NとNO3-Nは再び嫌気槽で窒素ガス（N2）に変換後、環境中に放出する処理システ
ムで構成されている【15】【16】（図 1－4）。曝気槽では、活性汚泥中の好気性微生物が排水中の酸素（O2）
と有機物と窒素を利用して増殖するため、浄化槽内には空気を送り込むためのブロワーが設置される。
嫌気槽では、嫌気性微生物が無酸素条件下で曝気槽から流入されるNO2-Nと NO3-NをN2変換し、その
際に排水中の有機物を分解、また、嫌気性微生物の脱窒作用を高めるため、意図的に有機物を添加する。
リンの処理では、活性汚泥が排水中のリンを細胞内で高分子化（ポリリン酸）し、水素供与体として有機
物を嫌気条件下で細胞内に蓄積したポリリン酸を取り出し回収する方法が報告されている【17】。 
曝気槽内では NO2-Nが NO3-Nを処理過程において上回ることがあり、そのまま湖沼や河川といった
水域に放出すると、高濃度のNO2-Nが水中の酸素（O2）と反応し酸素欠乏を引き起こすことから、環境
省は特定事業所から排出される NO2-Nの排水基準を厳しく定めている【4】【5】。よって、高濃度のNH4-
N を含む畜産排水処理では、曝気槽と嫌気槽の設置のために農家は経営耕地面積の増加、また、曝気時
の電気代や装置の維持管理費（ランニング・コスト）を掛けて経営している。排水基準の生活環境項目に
適用する畜産農家（排水量：50m3/日以上）が活性汚泥法により排水処理した場合、処理装置の規模にも
よるが総消費電力からランニング・コストを含めて合計約 860万円/年かかることから、活性汚泥法に比
べ維持管理費を削減できる生物膜法への転換が検討されている【16】【18】。 
 
 １－３ 小規模農家の排水処理の現状と今後 
 
  (1) 小規模農家の排水処理の実態 
 
 日本では経営耕地面積が 30a以上の販売農家は、平成 22年の時点で約 160万戸、その内の 5ha未満
の耕地面積を所有する小規模農家は 9割以上を占めている（図 1－5）【4】。日本が飼養する哺乳類の家畜
の中で飼養数が最も多いのは豚であり、30a以上の畜産農家が飼養できる豚頭数は 15頭と農林水産省に
より報告されており、また、5ha以上の大規模農家は飼養豚（300頭から 800頭）から発生する汚水（30 
m3/日から 80m3/日）を処理するために、約 6,000万円から 9,000万円の浄化処理装置の設置、設置後の
約 480万円から 720万円/年のランニング・コストを支払っている【19】。しかし、図 1－5によりほとん
どの小規模農家の年間所得がランニング・コスト以下であり、また、農地の規模の大小に比例して建設費
が変動しないため浄化処理の設置は負担と手間を増やすことから、小規模農家は大規模農家との農地の
シェアや農業集落排水処理施設の利用が余儀なくされる【19】。しかし、排水基準が厳正化されたことで、
農業集落排水処理施設の利用だけではリンや窒素といった富栄養化物質の排水基準を満たすことが困難
となり、今後、多くの小規模農家から排水基準を超える畜産 2 次処理排水が環境中へ放出されると考え
られる。 
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  (2) 窒素およびリンの簡易的な処理方法の検討  
 
 図 1－5 の小規模農家の経済状況において畜産 2 次処理排水中の窒素およびリンの簡易的な処理法を
必要とすることから、水中の NH4-Nおよびリンの除去・回収技術の開発が推進されている。まず NH4-
N処理法では、生物膜処理法とエコバイオ・ブッロク（EBB）による窒素変換除去が注目されている【21】
【22】。前者の生物膜処理法は、農業集落排水といった比較的小規模な排水処理施設に多く採用されてお
り、活性汚泥法と比べ汚水の減水による負荷低減と余剰汚泥の発生が少ない利点を持つ【21】。原理とし
ては、小型の浄化槽に微生物膜を形成させた担体を投入し汚水と接触させることで、生物膜上層の好気
性微生物が酸素と電子供与体の ORGの利用により NH4-Nを NO3-Nに酸化後、下層の嫌気性微生物に
より NO2-N から N2に還元し汚水中の窒素を除去するが、畜舎汚水の SS や微生物の死骸により根詰ま
りを引き起こす（図 1－6）。後者の EBB は、コンクリートブロックに担持させた枯草菌（Bacillus）の
一種の納豆菌（Bacillus subtilis）により汚水中の有機物を分解させながら、NH4-NをNO2-N 、NO3-N
に変換する。生物膜処理法と同様担体に納豆菌群の生物膜を形成させ処理する方式であり、用水路や湖
沼の水質浄化に使用されている。しかし、農業用水路といった窒素を多く含む環境下での窒素除去法に
関する学術的報告例は無く、また、水中の酸素と強く結合するNO2-Nによる水生生物への悪影響が懸念
されている【22】。 
 つぎにリンにおいては、金属塩含有の薬液を処理水中に投液し汚水中のリン酸イオン（PO43－、HPO42
－）と結晶化させる晶析法が挙げられ、式（1－1）や式（1－2）のヒドロキシアパタイト（HAP：
Ca10(OH)2(PO4)6）やリン酸マグネシウムアンモニウム（MAP：MgNH4PO4・6H2O）として回収し、そ
のまま植物の肥料として再利用する【14】【20】。 
 
10Ca2＋ ＋ 2OH－ ＋ 6PO43－ → Ca10(OH)2(PO4)6↓      (1－1) 
 
HPO42
－ ＋ NH4＋ ＋ Mg2＋ ＋ OH－ ＋ 6H2O→MgNH4PO4・6H2O↓ ＋ H2O  (1－2) 
 
しかし、HAP法では、他の晶析法に比べ多量の金属塩溶液といった薬液の使用および厳正な pH（pH 
8から pH 9）管理を必要とする。MAP法は、弱アルカリ性下でマグネシウム（Mg2＋）塩と HPO42－、
NH4＋を反応させるため、高濃度のリンと窒素を含む畜産排水への使用に適しており、また、MAP 中に
は植物の栄養素であるリンと窒素を含んでいることから晶析法の中でも採用実績が多い。しかし、リン
酸イオンと NH4＋、金属塩（Mg2＋、Ca2＋）を多く含む豚舎汚水の処理では、高度処理前の 2次処理の浄
化槽で MAP や HAP が生成され、浄化設備の配管系の閉塞といったトラブルを引き起こす【20】。原因
は、2次処理における活性汚泥の使用やエアレーションによる pH上昇が考えられており、対策として 2
次処理前にMAP生成装置の設置を考案しているが、処理工程の前後に新たな装置を追加するため、農家
に与える負担が大きくなる。 
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  １－４ 本研究の目的 
 
 我が国の畜産農家の大部分は高度処理装置の設置が経済的に困難なため、一部の地域から排出される
畜産 2 次処理排水中の窒素とリンが水質汚濁防止法の排水基準を超え、公共用水域の富栄養化の発生要
因と考えられている。従来の簡易的処理法には、窒素では微生物の生物膜や窒素代謝能を利用した処理
法について報告されているが、新しい処理装置の付加によるランニング・コストの増加や NH4-Nに対す
る処理効果が低いと考えられた。リンの回収においては金属塩との反応により結晶化させる晶析法が多
く採用されており、畜舎汚水の 2 次処理の前段階に晶析装置を設置し処理されているが、畜産 2 次処理
排水中のリンを対象とした除去と回収についての報告例は少ない。よって、本研究では畜産 2 次処理排
水中の NH4-N およびリンを効果的に処理するため、NH4-N 処理では市販の水質浄化資材や環境中から
単離した微生物の利用、また、リンの回収では塩化マグネシウムを用いた晶析法の最適処理条件を検討
した。 
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図 1－1 神奈川県で発生した家畜用浄化槽処理水中の形態別窒素の割合 
出典 : 田邊 (2005) を参考に作成 
 
 
 
 
 
図 1－2  世界のリン鉱石の生産量および残存量の傾向 
出典 : Sally Jewell (2016) を参考に作成 
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図 1－3 畜舎汚水の処理工程 
 
 
 
 
 
図 1－4 活性汚泥を利用した畜産排水の硝化脱窒処理 
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図 1－5 平成 22年の 1ha未満から 15ha以上の耕地面積を保有する農家数 
出典：農林水産省 (2016) を参考に作成 
 
 
 
 
図 1－6 生物膜処理法による汚水中の ORGおよび NH4＋除去 
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第２章 水質浄化資材を用いた排水中の窒素除去 
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２－１ はじめに 
 
畜産業に関わる排水基準において、生活項目については畜舎の総面積および平均排水量の規模によっ
て適用され、健康項目では排出量が小さくても適用の範囲となる【4】。平成 28年から、畜産業における
排水基準は有害物質のアンモニア、アンモニウム化合物、亜硝酸および硝酸性化合物の暫定排水基準が
600mg/Lと厳しく定められ、大規模農家は高度処理装置の設置により畜産 2次処理排水中の窒素を排水
基準まで除去している【4】。しかし、我が国の農家数の 9 割以上は小規模農家で占めており、大規模農
家と比べ小面積、且つ低所得な小規模農家に従来の高度処理装置を設置するには負担が大きいことから、
主に農業集落排水処理施設の利用、また、微生物固定化担体の投入による汚水中の窒素除去が報告され
ている【19】【23】【24】。農業集落排水処理施設では、主に好気性微生物と嫌気性微生物を繊維や多孔質
担体に付着させた生物膜法により排水中の窒素を処理しているが、浮遊物質（SS）による目詰まりを防
止するための固液分離施設、また、散床や曝気装置を必要とするため、小規模農家への設置は難しい【19】。
よって、小規模の浄化槽に竹炭や炭素繊維ろ材といった微生物固定化担体を投入し微生物の分解能の向
上、また、納豆菌（Bacillus subtilis）をコンクリートブッロクに担持させたエコバイオ・ブロック（EBB）
を用水路や閉鎖性水域に設置することで水中の脱窒能を高めている【22】【23】【24】。竹炭といった炭化
バイオマスは、塩基性官能基を持つ物質とイオン交換性の化学吸着を起こし、排水中の亜硝酸イオン
（NO2－）と硝酸イオン（NO3－）を吸着除去、また、炭化バイオマスに付着した微生物によって吸着物質
を分解し、吸着能を再生させる処理法が報告されている【23】。しかし、竹炭には、畜産 2次処理排水中
の窒素の大部分を占めるアンモニウム（NH4＋）の吸着能がほとんどなく、有機体窒素を多く含む排水で
の使用は NH4＋の蓄積に繋がる【23】【25】。対して EBB は、水中の NH4＋を微生物の硝化作用により
NO2－と NO3－に変換するが、NO2－は水生生物にとって有毒であるため、NO2－およびNO3－変換後の処
理が課題となっている【22】。本章では、畜舎から排出される畜産 2次処理排水中のNH4＋除去に適切な
処理法を確立するため、炭化パレットに様々な種属の微生物を担持させた水質浄化資材により、鹿児島
県で採取した農業用水路の排水および 100mg/L NH4＋含有の合成排水を処理することで、その効果を確
認した。平成 22年の時点で農家一戸当たりの耕地面積は、東北（2.00ha）、北陸（1.76ha）、北関東（1.73ha）、
沖縄（1.61ha）、南九州（1.59ha）地方の順に高く、南九州の鹿児島県 K市では小規模農家による畜産業
が盛んなことから、近辺の貯水池や湖沼の水質に悪影響を与えていることが考えられる【4】。そして、今
までに 100mg/L以上のNH4＋を含む農業排水を処理対象とし、また、排水中の微生物の学術的分類と機
能評価について詳細に検証された報告例が少ないことから、本実験では高濃度の NH4＋含有排水中で増
殖した微生物の単離と遺伝子解析技術による同定を行った。そして、高濃度の窒素を含む動物性堆肥か
ら酵母菌を単離し、水質浄化資材に担持された微生物との混合培養により排水中のNH4＋を処理した。動
物性堆肥中には、悪臭の原因となるアンモニウム化合物を低減化させる微生物が生息しており、その環
境下から取得した酵母菌との集積培養法により畜舎汚水ではパーラー排水、他の産業排水では重油や蒸
留廃液中の窒素と有機物の分解促進が報告されていることから、本研究においても酵母菌の使用により
畜産 2次処理排水中のNH4＋処理の向上を試みた【26】【27】【28】【29】。 
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２－２ 水質浄化資材による畜産 2次処理排水中の窒素除去 
 
  ２－２－１ 実験材料と方法 
 
   (1) 水質浄化資材と排水処理装置 
 
 本実験で使用した水質浄化資材は、パレットを 700℃で炭化した担体（細孔分布：1.6～1.7nm）に、
水質浄化能を持つ微生物と増殖のための栄養源（有機炭素：約 65mg/L/個）を付着後、コンクリートで円
柱状（比表面積：350m2/g）に固めてある。この水質浄化資材を市販の水切りネットで覆い、1L ビーカ
ーと攪拌子、ホットスターラー（ASONE社製：RSH—1DN）で組み合わせた排水処理装置の中層付近に
固定した（図 2－1）。 
 
 
(2) 水質浄化資材により処理した畜産 2次処理排水中の成分分析 
 
 処理対象の畜産 2次処理排水は 2015年 7月から 8月に鹿児島県K市の農業用水路で採水した。また、
採取した畜産 2次処理排水中の全窒素（TN）、全炭素（TOC）、色度、pHを測定後、排水 1Lを図 2－1
の排水処理装置で 8日間撹拌処理（水温 35℃、400rpm）し、処理排水の一部を ADVANTEC社製のプ
ラスチックホルダー（PP—25）とメンブレンフィルター（細孔径：0.45μm）で濾過した。そして、濾液
中の TNおよび TOCを TOC計（島津社製：TOC—L）、色度を水質分析計（KYORITSU社製：Lambda—
9000）、pHを pHメーター（HORIBA社製：D-52)で測定した。 
 
 
２－２－２ 結果と考察 
  
 図 2－1 の水質浄化資材を組み合わせた排水処理装置により、鹿児島県 K 市の農業用水路で採取した
畜産 2次処理排水（TN：115.9mg/L、TOC：43.6mg/L、色度：493、pH：6.39）を処理したところ、TN
は 77.4%（115.9mg/L→26.2mg/L）、また、色度は 34.3%（493→324）除去され、視覚的にも明確な脱色
を確認した（図 2－2）。畜産 2次処理排水の色度は処理後の指標となるため、活性炭やオゾンガスを用い
た高度処理により脱色されるが、脱色剤が高価、または有毒性があるため使用上での大きな処理コスト
と危険性を伴う【18】【23】。 
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図 2－1 水質浄化資材を組み合わせた排水処理装置 
 
 
 
 
 
図 2－2 水質浄化資材により処理した畜産 2次処理排水中の全窒素 (TN), 色度と脱色写真 
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２－３ 合成排水を用いた水質浄化資材の処理評価 
 
２－３－１ 実験材料と方法 
 
(1) 合成排水の組成と処理方法 
 
 合成排水は、津野らを参考に金属塩と NH4Cl（NH4＋：100mg/L）で組成された【30】（表 2－1）。
この排水 1Lを図 2－1の装置に移し 8日間処理（水温 35℃、400rpm）した。 
 
 
   (2) 水質浄化資材により処理した合成排水中の成分分析 
 
 ２－３－１の（1）で 2日毎に処理した排水 10mlをプラスチックホルダーとメンブレンフィルタ （ー細
孔径：0.45µm）で濾過後、水質基準に関する省令の規定に基づき NH4＋とNO2－、NO3－、TOC、酸化還
元電位（ORP）を測定した。 
NH4＋はナトリウムフェノキジド（NaOH：35g/L、Phenol：125g/L、Aceton：24g/L）と 10%次亜塩
素酸ナトリウム溶液を用いたインドフェノール法により、NH4＋濃度 0.5mg/L から 6.0mg/L範囲内で希
釈した試料を測定した。まず試料 25mlにナトリウムフェノキシド 10mlを加え混合し、10%次亜塩素酸
ナトリウム溶液 5ml を加え超純水で 50ml にメスアップ後、直ちに転倒混和し室温で 30 分間反応させ
た。つぎに紫外可視分光光度計（日本分光社製：V-530）で波長 630nmの吸光度を測定し、予め作成し
た検量線と式（2－1）により試料中のNH4＋濃度および除去率を求めた（図 2－3）。 
 
Removal rate of NH4
＋
(%) =
 NH4
＋
initial
[mg/L] − NH4
＋
final
[mg/L]
NH4
＋
initial
[mg/L]
× 100  
          (2－1) 
 
NO3－と NO2－はイオンクロマトグラフィー（Metrohm社製：930 Compact IC Flex）、TOCは TOC
計（島津社製：TOC—L）、ORPは ORP計（AS ONE社製：ORP—Testr 10）により分析した。 
 
 
   (3) 水質浄化資材によるアンモニウムと硝酸イオン吸着能の評価 
 
 硝酸カリウム（KNO3）40.3mgを蒸留水 250mlに溶かした水溶液（NO3－：100mg/L）、また、KNO3 
40.3mgと塩化アンモニウム（NH4Cl）96.8mgの水溶液（NO3－：100mg/L、NH4＋：100mg/L）を組成
し、各水溶液中に水質浄化資材を投入後、水温 35℃、1時間で反応させた。反応後、各反応溶液中のNO3
－と塩化物イオン（Cl－）をイオンクロマトグラフィー、また、NH4＋をインドフェノール法により測定し
た。 
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表 2－1 合成排水の組成 
 
成分名 成分濃度 [mg/L] 
NH4Cl 387 
K2HPO4 33.3 
NaHCO3 767 
MgSO4・7H2O 200 
pH 8 
 
 
 
 
 
 
 
図 2－3 インドフェノール法により作成した 0.5mg/Lから 8.0mg/L NH4＋の検量線 
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  ２－３－２ 結果と考察 
 
 水質浄化資材により、合成排水中のNH4＋が 112±4mg/Lから 47.5±4.1mg/Lに減少し、初期 pH 8.02
が処理期間中 pH 8.34±0.26とほとんど変化しなかったことから、pH 9以上の塩基性条件下で生じるア
ンモニアストリッピングによる NH4＋減少の影響はほとんどなく、また、排水中からNO2－は検出されず、
NO3－が 0.13±0.05mg/L検出された【31】（図 2－4）。TOCは 2日目以降ほとんど減少せず、ORPは－
53.5mVから－70.5mVと嫌気条件下を維持した（図 2－5）。水質浄化資材に担持されている枯草菌の種
属には、NH4＋の酸化により NO2－とNO3－を生成する B. subtilisが報告されていることから、本実験で
使用した枯草菌により合成排水中の NH4＋がNO2－およびNO3－に変換後、水質浄化資材の原料である炭
化パレットがNO2－と NO3－を吸着除去したと考えられた【22】【23】【25】【32】【33】。しかし、水質浄
化資材を KNO3水溶液（NO3－：96.6mg/L）、また、KNO3と NH4Cl 混合水溶液（NO3－：95.7mg/L、
NH4＋：127.7mg/L）中で水温 35℃、1時間放置したところ、各水溶液中のNO3－およびNH4＋は減少せ
ず、塩化物イオン（Cl－）濃度が KNO3水溶液で 85.7mg/L、KNO3とNH4Cl混合水溶液中では 93.6mg/L
増加した。増加した Cl－は、水質浄化資材中から溶出し、図 2－6のように竹炭が吸着した NO2－やNO3
－を脱離することから、合成排水中では高濃度の Cl－が水質浄化資材の吸着機構に影響を与えたと考えら
れる【23】【25】。よって、合成排水中のNH4＋は水質浄化資材に担持された微生物によって減少し、TOC
が 2 日目の減少以降ほとんど変化しなかったことから、合成排水中で増殖した好気性微生物の活性が低
下し、その後、嫌気性微生物が主に NH4＋を減少させたと考えられた【17】【34】。図 2－7は、合成排水
中で形成された生物膜であり、次節では合成排水中で増殖した微生物の単離と同定解析を行った。 
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図 2－4 水質浄化資材により 8日間処理した合成排水中のNH4＋, NO2－, NO3－濃度と pH 
 
 
 
 
 
 
図 2－5 水質浄化資材により 8日間処理した合成排水中の TOCと ORP 
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図 2－6 竹炭による水中の NO2－およびNO3－の吸着と脱離 
 
 
 
 
 
図 2－7 水質浄化資材に形成された生物膜 
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 ２－４ 水質浄化資材に担持された微生物の解析 
 
  ２－４－１ 実験材料と方法 
 
   (1) 合成排水中で増殖した微生物の単離方法 
 
 ２－３で処理した合成排水の一部を採取し、オートクレーブ（121℃、20分）した 0.8%塩化ナトリウ
ム溶液で段階希釈した。この希釈液 100µl を合成排水と同様の組成で作製した平板培地上に添加し、コ
ンラージ棒で培地一面に広げ、35℃の恒温器で 24時間培養後、微生物コロニーを多数形成させた。この
内のシングルコロニーを新しい平板培地上で純粋培養後、ブイヨン平板培地（Beef extract：1g/L、
Polypeptone：1g/L、NaCl：0.3g/L、pH 7.0）上で再培養し菌株として保存した。 
取得した菌株をブイヨン液体培地で恒温振盪器（35℃、120rpm）により 24 時間培養した。そして、
培養液 100μlを表 2－2の硫酸アンモニウム含有液体培地（NH4＋：30－100mg/L、炭素源：D-グルコー
ス（C6H12O6）、無水酢酸ナトリウム（CH3COONa））が入った三角フラスコに添加し、恒温振盪器（35℃、
120rpm）により 24時間培養後、培養液中の NH4＋をインドフェノール法で測定し、図 2－3と式（2－
1）により培養液中のNH4＋濃度と除去率を求めた【34】。また、NO2－とNO3－をイオンクロマトグラフ
ィー、濁度（OD660nm）を紫外可視分光光度計（波長：660nm）により測定した。 
 
 
(2) 遺伝子解析技術による分離菌株の同定 
 
 ２－４－１の(1)で取得した菌株をブイヨン平板培地上で 35℃に設定した恒温器により培養し、シン
グルコロニーを形成させた。このコロニーを滅菌済みの爪楊枝で突き、先端に付着した菌株を滅菌水
100µl が入った 1.5ml エッペンドルフチューブに洗い落し、ボルテックスミキサーで 5 分間振盪後、直
接鋳型試料として用いた。この鋳型試料と 10pM ユニバーサルプライマー（Bact 357F：5’-
CCTACGGGAGGCAGCAG-3’、937R：5’-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3’）、DNA合成酵素（Promega
社製：GoTaq® Master Mix）を用い、ASTEC社製のサーマルサイクラーPC708（PCR条件：94℃ 2min
→[94℃ 30sec、52℃ 30sec、72℃ 1min]×30cycles→72℃ 10min）により 16SrRNA 領域の遺伝子断
片を増幅させた。増幅させた目的遺伝子断片を 1.5%アガロースゲル（1×TAE バッファー（40mM 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane、20mM Acetic acid、10mM EDTA）、15g/L SEAPLAQUE GTG 
AGAROSE（FMC 社製））、ブロモフェノールブルー（4g/L Bromophenol blue、4g/L Xylene cyanol、
500g/L Glycerol）、電気泳動装置（ADVANCE社製：Mupid® —2plus）により電気泳動後、アガロースゲ
ルをエチジウムブロマイド（10mg/L C21H20BrN3）で染色し、1×TAEバッファーで脱色した。そして、
UV 照射機により DNA バンドの位置を確認しながら、加熱滅菌したメスでアガロースゲルを切取後、
1.5mlエッペンドルフチューブに移し—30℃の冷凍庫で 2時間以上放置した。2時間後、冷凍庫からエッ
ペンドルフチューブを取り出し、TEバッファ （ー10mM Tris-HCl buffer、1mM EDTA）200µLを加え、
50℃の恒温槽で 20分間加温しながら 5分毎にエッペンドルフチューブを数回軽く弾いた。そして、エッ
ペンドルフチューブ内のアガロースゲルを取り除き、フェノールクロロホルム（Tris-saturated phenol：
20 
CIA = 1：1）を TEバッファーと 1：1になるよう加え、30分間転倒混和後、10分間遠心分離（室温、
12,000rpm）した。遠心分離後、上清を新しいエッペンドルフチューブに移し、反応溶液中にアガロース
ゲルといった不純物を確認したならば、再びフェノールクロロホルムから遠心分離まで行った。そして、
採取した上清の 10分の 1量の SolutionⅢ（3M CH3COOK、2M CH3COOH）と 2.5倍量の 99.5%エタ
ノールを加え数回転倒混和後、—30℃の冷凍庫で 2時間以上静置させた。2時間後、エッペンドルフチュ
ーブを冷凍庫から慎重に取り出し、10分間遠心分離（4℃、12,000rpm）後、上清をアスピレーターで取
り除いた。そして、70%エタノール 700µlを加え、5分間遠心分離（4℃、12,000rpm）後、上清を取り
除き真空乾燥器で 30分間乾燥させた。乾燥後、滅菌水 10µlでペレットを溶解し、これを DNA溶液とし
た。精製したDNA溶液と 1.6pmolユニバーサルプライマ （ーBact 157F、937R）、The BigDye Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kitをサーマルサイクラー（PCR条件：96℃ 1min→[96℃ 10sec、50℃ 5sec、
60℃ 4min]×30cycles→4℃ ∞）により PCR反応させ、エタノール沈殿後、Hi-Di Formamide（Thermo 
Fisher SCIENTIFIC社製）で DNA溶液を精製した。そして、DNAの塩基配列を ABI PRISM 31 Genetic 
Analyzer（Applied Biosystems社製）で解析後、DDBJ（DNA Date Bank of Japan）により BLAST検
索した。 
 
 
(3) グラム染色による分離菌株の形態観察 
 
本実験では、Hucker 変法を参考にグラム染色を行った【36】。まず液体培地中で培養した新鮮な菌株
を加熱滅菌した白金針でスライドガラス上に薄く広げ、水分を室内で完全に乾燥させた。つぎにメタノ
ール中で 1 分間から 2 分間固定し、室内で完全に乾燥後、クリスタルバイオレット液（関東化学（株）
社製）1ml を添加し 1 分間染色した。そして、固定部分以外のスライドガラス上のクリスタルバイオレ
ットを蒸留水で水洗後、ルゴール液（Merck KGaA社製）1mlを添加し、染色液を菌株の細胞に固定し
た。スライドガラス表裏に付いているルゴール液を蒸留水で丁寧に水洗後、アルコール混合溶液（Aceton：
Ethanol = 3：7）1mlを添加して直ぐに 2回から 3回揺り動かし、早急にアルコール混合溶液を蒸留水
で完全に水洗した。そして、サフラニン液（Merck KGaA社製）1mlで 1分間染色後、蒸留水で水洗し、
キムワイプで余分な水分を取り除いた。最後に油浸オイル（OLYMPUS社製：IMMOIL-8CC）と蛍光顕
微鏡（Nikon社製：ECLIPSE E600）により染色された菌株の細胞を観察した。 
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  ２－４－２ 結果と考察 
 
図 2－7の処理排水の一部を平板培地上で培養したところ、黄白色と黄色の円形から不規則な形状のコ
ロニーが多数形成され、各菌株を硫酸アンモニウム含有液体培地（NH4＋：30mg/L）中で培養し、各菌株
の NH4＋除去率を測定した結果、黄白色の YW_株は 11.3%から 39.5%、黄色の Y_株は 83.8%から 96.5% 
NH4＋を除去し、各菌株でコロニーの形状と色が異なる YW_2、YW_9、Y_9の 16SrRNA領域の遺伝子
断片を増幅させたところ、それぞれ 474bp、552bp、516bp の 16SrRNA 領域の遺伝子断片を取得した
（表 2－3）。これらの塩基配列を DDBJにより BLAST検索した結果、YW_2は Lysinbacillus fusiformis 
strain P103（99%）、YW_9は Brevibacillus agri strain ST11、YC_9は Cronobacter sakazakii strain 
BDCSS041と 99%の相同性を示した（図 2－8）。Lysinbacillusと Brevibacillusは、好気性グラム陽性
桿菌類で枯草菌の近縁種に当たることから、これらの菌は予め水質浄化資材に担持されており、好気条
件下で合成排水中の NH4＋を減少させたと考えられた【37】【38】。Cronobacterは、動物の腸管や自然環
境下に幅広く分布する通性嫌気性のグラム陰性桿菌であることから、Y_9 をグラム染色したところ、
Cronobacter と同じグラム陰性を示した【39】【40】（図 2－9）。C. sakazakii （旧名：Enterobacter 
sakazakii）は、細胞表面の細胞外高分子物質により自身および他の菌の細胞と結合し、高濃度の有機物
や窒素含有の排水中で生物膜を形成しながら生息していることから、YW株と合成排水中で図 2－7の生
物膜を形成したと考えられる【40】【42】【43】【44】。さらに YW_株と Y_株の中で最も高い NH4＋除去
率を示した YW_9と Y_9をアンモニウム液体培地（NH4＋：100mg/L）中で培養した結果、YW_9と Y_9
の NH4＋除去率はそれぞれ 7.9%と 54.0%、OD660nmは 0.023と 0.313を示した（図 2－10）。また、各菌
株の培養液中からNO2－および NO3－は検出されなかったことから、合成排水中では YW_株と Y_株以外
の菌が NH4＋から NO3－を生成した。枯草菌には、NH4＋を NO2－および NO3－に酸化するアンモニア酸
化菌の存在が確認されており、本実験で使用した水質浄化資材にもアンモニア酸化菌の存在が考えられ
る【22】【32】。しかし、NH4＋酸化時に微生物は酸素を必要とし、図 2－7の合成排水中は嫌気条件下で
あったことから、合成排水中の NH4＋を優先的に除去したのは通性嫌気性桿菌の Cronobacter と高い相
同性を示した Y_株であることが考えられた。微生物の窒素代謝には、硝化脱窒作用と窒素同化作用が挙
げられ、この内の窒素同化作用はNH4＋とNO3－を図2－11の経路でアミノ酸から単細胞タンパク（SCP）
の合成材料とし細胞を構成する。また、硝化脱窒作用の硝化のように NO2－と NO3－を発生させず、環境
中の NH4＋を除去することから、YW_9 と Y_9 は培地中の NH4＋を吸収し細胞構成に利用したと考えら
れた【45】【46】【47】。枯草菌の窒素代謝機構は酵素から遺伝子レベルまで明らかにされており、堆肥中
の窒素と有機物の低減化に利用されている【32】【45】【47】【48】。よって、本菌株の中で最も高いNH4
＋代謝能を示した Cronobacterを用い、メタン発酵処理したパーラー排水中の窒素および有機物処理を検
討した。パーラー排水とは、搾乳場やそのパイプラインから発生する搾乳関連排水であり、メタン発酵処
理により排水中の脂質、タンパク質、炭水化物を加水分解、酸生成、メタン発酵の順に処理している（図
2－12）【29】【49】。そのため、処理排水（消化液）中には窒素（NH4+）以外に糖類と中間生成物の有機
酸が残渣として含まれていることから、次節から Cronobacter による消化液中の窒素および中間生成物
の処理を想定し試験した。 
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表 2－2 硫酸アンモニウム含有培地の組成 (NH4＋: 30－100mg/L) 
 
成分名 濃度 [mg/L] 
K
2
HPO
4 200 
MgSO
4
・7H
2
O 50 
CaCl
2
・2H
2
O 20 
FeSO
4
・7H
2
O 1 
(NH
4
)
2
SO
4 100－400 
C
6
H
12
O
6 500 
CH
3
COONa 500 
pH 7 
 
 
 
 
 
 
 
表 2－3 合成排水中から単離された菌株のコロニー形態とNH4＋除去率 
 
菌株名, 番号 コロニー形態 
[色調, 形状] NH4
＋
除去率 [%] 
YW_1－8  黄白色, 円形 11.3－28.4 
YW_9 黄白色, 不規則形 39.5 
Y_1－9 黄色, 円形 83.8－96.5 
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＞ YW_2 : 474bp (Lysinbacillus fusiformis strain P103) 
3’－AGCACTCATCGTTTACGGCAGGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTT 
3’－TCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCAAAT 
3’－CTCTACGCATTTCACCGCTACACTTGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCCCCCA 
3’－GTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAGGACCGCCT 
3’－GCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTG 
3’－CTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTAATAAGGTACCGTCAAGGTACAGCCAGTTACTAC 
3’－TGTACTTGTTCTTCCCTTACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGC 
3’－GTTGCTCCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGC－5’ 
 
 
＞ YW_9 : 552bp (Brevibacillus agri strain ST11) 
3’－CTCTTGCGGCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTATTGCGTTAGCTGCGGCACTGAGGGTATT 
3’－GAAACCCCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTG 
3’－TTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGCCGCCTTCGCCAC 
3’－TGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATACCGCTTTCCTCTTCT 
3’－GCACTCAAGCTACACAGTTTCCGATGCGAACCGGGGTTGAGCCCCGGGCTTTAACACCAGA 
3’－CTTACATAGCCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTAC 
3’－GTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTCGTCAGGTACCGTCAAGGT 
3’－ACCGCCCTATTCGAACGGTACGTGTTCGTCCCTGACAACAGAACTTTACAATCCGAAGACC 
3’－TTCATCGTTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGAAAATTCCCTACTGCT 
3’－G－5’ 
 
 
＞ Y_9 : 516bp (Cronobacter sakazakii strain BDCSS041) 
3’－CGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAGGGCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGC 
3’－GTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTC 
3’－TTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCT 
3’－ACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACGAGACTCAAGCTGACCAGTTTCAAATGCAGTTCCC 
3’－AGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAATCAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCA 
3’－GTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCG 
3’－GTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATCGCTGTGGTTATTAACCACAACGCCTTCCTCCCCG 
3’－CTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTT 
3’－GCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTG－5’ 
 
図 2－8 YW_2, YW_9, Y_9の 16SrRNA遺伝子断片の塩基配列 
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図 2－9 Y_9をグラム染色した顕微鏡写真 (倍率 : ×1,000) 
 
 
 
 
 
図 2－10 YW_9と Y_9の NH4＋除去率と OD 660nmの比較 
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図 2－11 微生物の窒素代謝 (窒素同化, 硝化脱窒) の模式図 
 
 
 
 
 
 
 
図 2－12 パーラー排水のメタン発酵処理における物質変換の概要 
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 ２－５ Cronobacterの窒素処理能の評価 
 
２－５－１ 実験材料と方法 
 
(1) Cronobacterの増殖曲線および検量線の作成 
 
 Cronobacter の保存菌株を加熱滅菌した白金針に付着後、ブイヨン平板培地（Beef extract：1g/L、
Polypeptone：1g/L、NaCl：0.3g/L、pH 7.0）にストリークし、35℃に設定した恒温器で 24時間培養し
た。そして、ブイヨン平板培地上に形成されたシングルコロニーを 5ml ブイヨン液体培地が入った試験
管内で 35℃に設定した恒温振盪器（120rpm）により 24時間振盪培養した。この培養液 1mlをブイヨン
液体培地 250mlが入った 500ml三角フラスコに添加し、35℃の恒温振盪器（120rpm）で培養しながら、
3時間毎に三角フラスコ中の培養液の一部をクリーンベンチ内で採取した。そして、採取した培養液を波
長 660nmの紫外可視分光光度計により測定、また、滅菌した 0.8%塩化ナトリウム溶液で段階希釈した。
この希釈液 100μlをブイヨン平板培地上に添加後、コンラージ棒で培地一面に広げ、35℃の恒温器で 24
時間培養し、形成されたコロニー数から生菌数（CFU：CFU/ml）を求めた。 
 
 
   (2) Cronobacterの培養と液中の成分分析方法 
 
Cronobacterの保存菌株をブイヨン平板培地からブイヨン液体培地 5mlが入った試験管内で 35℃の恒
温振盪器（120rpm）により 24時間培養した。この培養液 100μlを硫酸アンモニウム液体培地（K2HPO4：
200mg/L、MgSO4・7H2O：50mg/L、CaCl2・2H2O：20mg/L、FeSO4・7H2O：1mg/L、(NH4)2SO4：
400mg/L、炭素源：1g/Lから 10g/L、pH：7）および硝酸カリウム液体培地（K2HPO4：200mg/L、MgSO4・
7H2O：50mg/L、CaCl2・2H2O：20mg/L、FeSO4・7H2O：1mg/L、KNO3：161mg/L、炭素源：1g/Lか
ら 10g/L、pH：7）が入った三角フラスコに添加し、恒温振盪器（35℃、120rpm）により 24時間培養し
た。炭素源は糖類（D-グルコース、フルクトース、ガラクトース、キシロース、マルトース、スクロース）
および有機酸・有機酸塩（クエン酸、コハク酸、酢酸、乳酸、リンゴ酸、酢酸ナトリウム）を使用した。
そして、培養液をプラスチックホルダーとメンブレンフィルター（細孔径：0.45μm）で濾過後、濾液中
の NH4＋をインドフェノール法、また、NO3－とNO2－はイオンクロマトグラフィーにより測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
27 
２－５－２ 結果と考察 
 
   (1) 世代時間毎の Cronobacterの生菌数 
 
 Cronobacterをブイヨン液体培地で 21時間培養し、その時の OD660nmを測定したところ、3時間後に
対数期、9時間後には定常期を迎え、また、9時間までの OD値と平板培地上に形成されたコロニー数か
ら検量線を作成した（図 2－13）。つぎに硫酸アンモニウムおよび硝酸カリウム液体培地で Cronobacter
を培養後、Cronobacterの CFUおよび OD660nmを図 2－13の検量線により求めた。 
 
 
   (2) 糖類および有機酸培地中での Cronobacterによる窒素処理 
 
 まず Cronobacterを各糖類 1g/L（D-グルコース、フルクトース、ガラクトース、キシロース、マルト
ース、スクロース）が入った硫酸アンモニウム液体培地（NH4＋：103±12mg/L）で培養したところ、D-
グルコース使用時の NH4＋減少量（25.1mg/L）が最も高く、つぎにガラクトース（23.1mg/L）、キシロー
ス（18.6mg/L）、スクロース（16.8mg/L）、フルクトース（14.0mg/L）、マルトース（13.4mg/L）の順に
高い減少量を示し、また、CFUは全て 43×107 CFU/ml以上の増殖対数期から定常期の値を示した（図
2－14）。つぎに各有機酸（クエン酸、コハク酸、酢酸、乳酸、リンゴ酸）が入った液体培地（NH4＋：103
±15mg/L）で培養した結果、糖類使用時に比べ全有機酸で高いNH4＋減少量（44±11mg/L）、また、CFU
はコハク酸（82×107 CFU/ml）と酢酸（77×107 CFU/ml）以外で糖類と同様の値を示した（図 2－15）。
原核生物から真核生物の微生物が有機酸および有機酸塩を吸収時、窒素同化に関わる酵素が活性化し高
い細胞増殖能を示すことから、本菌株の Cronobacter は有機酸中コハク酸と酢酸存在下での窒素代謝能
が優れていると考えられた【50】【51】【52】【53】。特に酢酸は図 2－12のメタン発酵処理後、消化液中
に残留している可能性が高いことから、さらに Cronobacter を酢酸塩（酢酸ナトリウム）存在下で培養
したところ、培養液中の NH4＋減少量は 31.9mg/L、CFUは 5.6×108 CFU/mlの糖類使用時に比べ高い
値を示した（図 2－16）【49】。Cronobacterを D-グルコースおよび酢酸ナトリウムが入った硝酸カリウ
ム液体培地（NO3－：106±22mg/L）で培養時、培地中の NO3－が減少、また、D-グルコース使用時には
培養液中からNO2－（1.86mg/L）が検出され、CFU（D-グルコース：6.3×107 CFU/ml、酢酸ナトリウ
ム：8.3×106 CFU/ml）は硫酸アンモニウム液体培地での培養時に比べ低く、増殖曲線の誘導期（CFU：
5.0×107 CFU/ml）付近を示した（図 2－17）。Cronobacterは、NO3－をNO2－に還元する硝酸還元酵素
の遺伝子を保持し、近縁種の Enterobacterは漬物発酵槽内の NO3－と D-グルコースからNO2－を生成・
蓄積し、乳酸発酵を阻害することで知られていることから、本菌株の Cronobacter も硝酸還元酵素を保
持しており、NO3－と D-グルコースの存在時に NO2－を生成したと考えられた【54】【55】【56】。また、
式（2－2）により硝酸還元酵素（NADH）と 12.1mg/L NO3－から生成される NO2－は約 9.0mg/Lと推定
され、本実験で検出された NO2－（1.86mg/L）が推定値よりも低かったことから、Cronobacterは図 2－
11の窒素代謝により NO2－を細胞構成に利用したと考えられた【45】【47】【57】。 
 
NADH ＋ NO3－ → NAD＋ ＋ NO2－ ＋ H2O   (2－2) 
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図 2－13 Cronobacterの 21時間の増殖曲線(a), 増殖対数から定常期の CFUと OD660nmの検量線(b) 
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図 2－14 D-グルコース, フルクトース, ガラクトース, キシロース, マルトース, スクロース使用時の 
Cronobacter培養液中のNH4＋減少量と CFU 
 
 
 
図 2－15 クエン酸, コハク酸, 酢酸, 乳酸, リンゴ酸使用時のの Cronobacter培養液中の 
NH4＋減少量と CFU 
 
 
 
0
10
20
30
40
50
60
70
0
10
20
30
40
NH4 CFU
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
0
10
20
30
40
50
60
70
80
クエン酸 コハク酸 酢酸 乳酸 リンゴ酸
NH4 CFU
N
H 4
＋
減
少
量
 (
mg
/
L)
 
C
F
U 
(×
1
07
 C
F
U
/m
l)
 
4
＋ 
＋ 
NH
4＋
減
少
量
 (
mg
/L
) 
CF
U 
(×
10
7
 C
FU
/m
l
) 
30 
 
 
 
 
図 2－16 酢酸ナトリウム使用時の Cronobacter培養液中の NH4＋減少量と CFU 
 
 
 
 
図 2－17 D-グルコースおよび酢酸ナトリウム使用時の Cronobacter培養液中 
の NO3－減少量, NO2－蓄積量, CFU 
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２－６ 動物性堆肥からの酵母菌の取得 
 
  ２－６－１ 実験材料と方法 
 
   (1) 動物性堆肥中の酵母菌の単離と同定方法 
 
動物性堆肥は家畜の糞尿を原料に作られているため、窒素含有量が高く、その条件下で生育する微生物
の窒素代謝能が優れていると報告されている【33】【48】【50】。本実験で使用したミミズ堆肥は、植物の
生長に必要な窒素やリン酸を豊富に含んでおり、また、無臭で取り扱い易いことで注目されている（図 2
－18）。この試料から高濃度排水中の有機物および窒素の分解促進に利用される酵母菌の単離を試みた。 
 図 2－18の試料の一部を滅菌済みの 0.8%塩化ナトリウム溶液が入った試験管で段階希釈後、各希釈液
100μLを抗生物質（2,2-dichloro-N-[1,3-dihydroxy-1-(4-nitrophenyl)propan-2-yl]acetamide）入りの硫
酸アンモニウム平板培地（K2HPO4：200mg/L、MgSO4・7H2O：50mg/L、CaCl2・2H2O：20mg/L、FeSO4・
7H2O： 1mg/L、 (NH4)2SO4： 400mg/L、 2,2-dichloro-N-[1,3-dihydroxy-1-(4-nitrophenyl)propan-2-
yl]acetamide：100mg/L、pH：7）上に添加し、コンラージ棒により培地一面に広げ、35℃の恒温器で 2
日から 3 日間培養した。培養後、平板培地上に形成されたシングルコロニーを加熱滅菌した白金針で突
き、抗生物質入りの YPD（Yeast extract：3g/L、Peptone：5g/L、D-glucose：10g/L、Malt extract：
0.3g/L、2,2-dichloro-N-[1,3-dihydroxy-1-(4-nitrophenyl)propan-2-yl]acetamide：100mg/L、pH 7.3）平
板培地上で白金針に付着させた微生物を培養し菌株とした。図 2－18の試料から単離した菌株を YPD平
板培地から液体培地で 24 時間振盪培養（35℃、120rpm）後、培養液とスライドガラス、カバーガラス
でプレパラートを作製し、蛍光顕微鏡により形態観察した。つぎに遺伝子解析技術による同定では、菌株
を YPD 平板培地で 35℃の恒温器により培養し、シングルコロニーを形成させた。このコロニーを滅菌
済みの爪楊枝で突き、先端に付着した菌株を滅菌水 100µl が入った 1.5mlエッペンドルフチューブに洗
い落し、ボルテックスミキサーで 5 分間攪拌後、直接鋳型試料として用いた。この鋳型試料と 10pM ユ
ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー （ ITS1 ： 5’-TCCGTAGGTGAACTTGCGG-3’ 、 ITS4 ： 5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’）、DNA合成酵素を用い、サーマルサイクラ （ーPCR条件：94℃ 2min
→[94℃ 30sec、54℃ 45sec、72℃ 1min]×30cycles→72℃ 10min）により ITS領域の遺伝子断片を増
幅、また、２－４－1の(2)と同様の手法で増幅遺伝子断片の塩基配列解析と Blast検索を行った。 
 
 
   (2) 単離した酵母菌のアンモニウム処理能の評価 
 
 ２－６－１の(1)の操作により取得した菌株を YPD 液体培地から表 2－3 の硫酸アンモニウム含有の
液体培地（NH4＋：100mg/L、D-グルコースおよび酢酸ナトリウム：10g/L）で 24時間振盪培養（35℃、
120rpm）後、培養液をプラスチックホルダーとメンブレンフィルター（細孔径：0.45µm）で濾過した。
この濾液中の NH4＋、NO2－および NO3－、OD をそれぞれインドフェノール法、イオンクロマトグラフ
ィー（Metrohm社製：930 Compact IC Flex）、紫外可視分光光度計（波長：660nm）により測定した。
NH4＋に関しては、図 2－3と式（2－1）により培養液中のNH4＋濃度と除去率を求めた。 
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２－６－２ 結果と考察 
 
   (1) 単離した酵母菌の形態観察および ITS領域の塩基配列解析 
 
 ２－６－１の操作により、抗生物質入りの YPD平板培地上には複数の円形状コロニーが観察され、蛍
光顕微鏡により観察したところ、酵母菌特有の楕円形の細胞、また、出芽が確認された（図 2－19）。そ
して、PCR反応により ITS領域の遺伝子断片（459bp）を増幅し、その塩基配列を解析し BLAST検索
した結果、Candida tropicalis strain SD7、C. tropicalis isolate LMICRO184 と 98%の相同性を示した
（図 2－20）。Candidaは、動物の体内や自然環境に生息する出芽酵母であり、同種属の Candida albicans
は日和見感染症の原因菌として知られているが、その他は発酵食品の生産、また、本菌株と相同性が高か
った C. tropicalisは有機物を多量に含む排水処理に利用されている【26】【27】【28】。そして、Candida
と同じ酵母菌の Mrakia 属が活性汚泥法によるパーラー排水中の有機物分解を促進させることから、本
菌株の酵母菌も他の微生物との混合培養によりNH4+処理の向上が期待される【29】。 
 
 
(2) 単離した酵母菌のアンモニウム処理能 
 
 ２－６－２の(1)で取得した酵母菌を D-グルコースおよび酢酸ナトリウムが入った硫酸アンモニウム
含有液体培地で培養したところ、各炭素源の使用時での NH4＋除去率（D-グルコース：52.4%、酢酸ナト
リウム：54.1%）と OD660nm（D-グルコース：1.342、酢酸ナトリウム：1.241）に大きな差は見受けられ
なかった（図 2－21）。また、培養後の溶液中からは NO2－と NO3－は検出されず、硝酸カリウム含有の
液体培地での培養時にNO3－が除去されなかったことから、本酵母菌はNH4＋の代謝に優れていると考え
られる【59】【60】。今後、本菌株の酵母菌を Candidaと記し、また、Cronobacterと Candidaは有機酸
存在時に高いNH4＋代謝能を示したことから、有機酸塩の酢酸ナトリウムを炭素源として固定し、各菌を
混合培養した。 
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図 2－18 本実験試料のミミズ堆肥 
 
 
 
 
 
 
図 2－19 ミミズ堆肥から単離した酵母菌の顕微鏡写真 (倍率：×1,000) 
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＞459bp (Candida tropicalis strain SD7) 
3’－TAAATTGTGGTGGCCACTAGCAAAATAAGCGTTTTGGATAAACCTAAGTCGCTTAAAATAAG 
3’－TTTCCACGTTAAATTCTTTCAAACAAACCTAGCGTATTGCTCAACACCAAACCCGGGGGTTT 
3’－GAGGGAGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGGTT 
3’－ACAAGATTCGATGATTCACGAATATCTGCAATTCATATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCT 
3’－TCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGACTATTGTAATAATAAATCA 
3’－AGTTTGACTGTAAATAAAAAGTTTGGTTTAGTTATAACCTCTGGCGGTAGGATTGCTCCCGC 
3’－CACCAAAGAAATTTGTTCAATAAAAAAACACATGTGGTGCAATTAAGCAAATCAGTAATGA 
3’－TCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAG－5’ 
 
図 2－20 ミミズ堆肥から単離した酵母菌の ITS遺伝子断片の塩基配列 
 
 
 
 
 
 
 
図 2－21 D-グルコースおよび酢酸ナトリウム使用時の Candida培養液中 
の NH4＋除去率と OD660nm 
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２－７ Cronobacterと Candida の混合培養によるアンモニウム処理 
 
  ２－７－１ 実験材料と方法 
 
   (1) Cronobacterと Candidaの培養方法 
 
 Cronobacter および Candida の保存菌株をそれぞれブイヨン平板培地と YPD 平板培地上で培養後、
各自シングルコロニーを形成させ、各コロニーをブイヨン液体培地および YPD 液体培地 5ml が入った
試験管内で 24時間振盪培養（35℃、120rpm）した。そして、各培養液 100μlを表 3－1の液体培地（NH4
＋：100mg/L、酢酸ナトリウム：1g/L ）が入った三角フラスコに添加し 24時間振盪培養（35℃、120rpm）
した。 
 
 
   (2) 混合培養液中の成分分析と菌の観察 
 
２－７－１の(1)の操作により Cronobacter と Candida を純粋培養から混合培養後、培養液をプラス
チックホルダーとメンブレンフィルタ （ー細孔径：0.45μm）で濾過し、濾液中のNH4＋、OD660nm、pHを
それぞれインドフェノール法、紫外可視分光光度計（波長：660nm）、pH メーターで測定した。また、
混合培養液中の Cronobacter と Candida を蛍光顕微鏡により観察し、培養液の一部を 0.8%塩化ナトリ
ウム溶液で段階希釈した。この希釈液 100μl をブイヨン平板培地上に添加後、コンラージ棒により希釈
液を培地一面に広げ、35℃の恒温器で 24時間培養した。そして、平板培地上に形成された Cronobacter
のコロニー数から CFUを求め、2－13の検量線および増殖曲線により混合培養時の Cronobacterの細胞
増殖量を推定した。 
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２－７－２ 結果と考察 
 
 図 2－22により、CronobacterとCandidaを 0.1%から 1%酢酸ナトリウム液体培地（NH4＋：100mg/L）
で純粋培養、または混合培養時、Candiada純粋培養と混合培養では 1%酢酸ナトリウムで NH4＋除去率
と OD660nmが上昇し、混合培養時に最も高い数値を示した。対して Cronobacterを 1%酢酸ナトリウムで
培養時には、0.1%酢酸ナトリウムに比べ NH4＋除去率と OD660nm が低下した。高濃度の有機酸は、
Cronobacterといったグラム陰性菌に強い抗菌作用を示すことが報告されており、混合培養時にも 1%酢
酸ナトリウムによる Cronobacterへの影響が考えられた【61】【62】。よって、混合培養液中の Cronobacter
と Candida を顕微鏡観察したところ、各菌の生育が確認され、また、Cronobacter の CFU が純粋培養
時の誘導期から対数増殖期への傾向を示していたことから、Candida が培養液中の酢酸ナトリウムを一
定量減少させたことで、酢酸ナトリウムの抗菌作用が低下したと考えられた（図 2－23）。また、培養時
の pH変動によるNH4＋減少が考えられ、各培養液中の pHを測定した結果、Cronobacter純粋培養時の
pH はほとんど変動しなかったが、Candida 純粋培養と混合培養時には初期 pH から弱塩基性に変化し
た。有機酸資化性能が高い酵母を培養した際、培養液中の pH上昇が報告されていることから、本菌株の
Candidaにおいても同じ現象が培地中で生じたと考えられる【63】【64】。また、塩基性下で生じるアン
モニウムストリッピングは pH 9以上が適切な条件であることから、今回の pH変動による培地中の NH4
＋減少はほとんど影響を受けなかったと考えられた【31】。以上からパーラー排水処理後の消化液を想定
した Cronobacter および Candida による NH4＋処理は、排水中の中間生成物の有機酸を利用しながら、
NH4＋を代謝処理することが考えられる。また、従来の活性汚泥法によるパーラー排水処理を Candidaの
酵母反応槽や Cronobacter との集積培養法に変換することで、有機物と窒素の分解促進や余剰汚泥の発
生を低減化させることが期待される（図 2－24）【29】【65】。 
 
 
２－８ まとめ 
 
 枯草菌を担持させた水質浄化資材により畜産 2 次処理排水の実排水と合成排水中の高濃度の窒素成分
（TN：120mg/L、NH4＋：100mg/L）を減少させ、また、合成排水中のNH4＋処理時に NO2－が検出され
なかったことから、本研究資材は EBB（処理対象のNH4-N：約 0.5mg/L、NO2-Nの蓄積量：約 0.1mg/L）
といった従来の水質浄化資材に比べ優れていると考えられた。処理後の合成排水中からは枯草菌と近縁
種の Lysinbacillus、Brevibacillus やグラム陰性桿菌類の Cronobacter の存在が遺伝子解析技術と顕微
鏡観察により確認され、その内の Cronobacter が有機酸存在下で高い NH4＋代謝能を示したことから、
パーラー排水処理後の消化液中の窒素処理を検討した。さらに動物性堆肥から単離した酵母菌（Candida）
と混合培養させ NH4＋の分解促進を図ったところ、培地中の 100mg/L NH4＋を約 80%減少させ、実際に
消化液中の有機酸を利用しながら、NH4＋を処理することが期待される。 
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図 2－22 Cronobacterと Candidaの純粋培養および混合培養時のNH4＋除去率,  
OD660nm, pH (初期 pH 6.5)  
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図 2－23 混合培養液中の Cronobacterと Candidaの顕微鏡写真 (倍率：×1,000) 
 
 
 
 
 
図 2－24 Candida (酵母菌) と Cronobacter (細菌) を用いた高濃度排水処理システムの構造図 
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第３章 MPP 晶析法によるリンとカリウムの同時回収 
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３－１ はじめに 
 
 リンの排水基準は、生活環境項目において 50m2以上の豚房、200m2以上の牛房、500m2以上の馬房排
水で 1 日当たりの平均排水量 50m2/日以上を規制の対象とし、一般排水基準と暫定排水基準はそれぞれ
16mg/Lと 25mg/Lに設定されている【4】。年間、畜産業で発生する排水中には約 10万トンのリンが含
まれており、有限な資源のリンを再利用可能な方法で高度処理することが主流となっている【11】【12】。
特に晶析法は、金属塩と汚水中のリン酸イオンを結晶化させ、そのまま肥料として再利用できることか
ら、様々な種類の排水処理において利用されている【14】【20】。金属塩には、塩化マグネシウムといっ
たマグネシウム（Mg2＋）塩が使用されており、このマグネシウム塩が汚水中のリン酸イオン、アンモニ
ウム（NH4＋）と結合し、リン酸マグネシウムアンモニウム（MAP）が生成される【14】【20】。このMAP
法は、高濃度のリン酸イオンと NH4＋を含む畜舎汚水への使用に適しており、また、農作物の肥料として
そのまま再利用できることから、晶析法の中でも採用実績が多い。しかし、金属塩をすでに多く含む豚舎
汚水に関しては、高度処理前の 2 次処理で MAP やヒドロキシアパタイト（HAP）が浄化槽で晶析し、
設備の配管系の閉塞といったトラブルを引き起こすことから、2 次処理前に晶析装置を設置し処理する
【20】【66】。また、2次処理後の排水中にはMAP生成に必要なNH4＋が低濃度で存在しているため、高
度処理として使用することが難しい【6】【7】【67】。本章では、晶析法を利用したリンの高度処理を確立
するため、従来の晶析法を参考にしたマグネシウム塩添加による畜産 2 次処理排水中のリン酸イオンと
カリウムイオン（K＋）をリン酸マグネシウムカリウム（MPP）として生成し、回収する方法を検討した
【68】【69】【70】。 
 カリウムは、リンと同じく有限な資源の一つであり、これら資源を我が国は肉類、穀物、野菜、飼料と
いった形で大量に輸入し、使用後は工場、家庭、畜舎から排水として下水道や農業集落排水処理施設に流
入している【68】。近年、晶析法の高度化手法で電解による畜産排水中のリンとカリウムの同時回収につ
いて報告されているが、使用上の消費電力によるコスト高や選択的にリンとカリウムの晶析が困難とい
った問題を抱えている【71】。本実験は、従来の晶析法の原理を参考にし、塩化マグネシウム水溶液の添
加により模擬畜産排水中のリンとカリウムをMPPとして回収するため、晶析における最適な反応条件と
共存物質の影響をバッチ試験で評価し、最終的にはMPP大量生成を目的とした連続試験装置の構築によ
り、模擬畜産排水中のリンとカリウムの同時回収を試みた。MAPは、pH8から pH 9の範囲内で生成し
易く、高濃度の窒素が残留す畜産 2次処理排水中からMPPを優先的に生成させるためにも、pH条件の
検討は重要と考えられた【14】【20】【70】。そして、畜産 2次処理排水中には、高濃度の硝酸イオン（NO3
－）や硫酸イオン（SO4－）、また、MPP生成に必要なリンとカリウムが低濃度で存在する場合があること
から、これら物質の共存時のMPP生成への影響を評価した【72】【73】。 
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３－２ MPP生成における最適 pHの検討 
 
３－２－１ 実験材料と方法 
 
 (1) 模擬畜産排水の組成と反応条件 
 
Kangning Xuらを参考に塩化カリウム、リン酸二水素ナトリウム、塩化アンモニウムで模擬畜産排水
（K＋：25.6mM、PO4-P：6.5mM、NH4＋：5.6 mM）を調整し、 1mM 水酸化ナトリウム水溶液を用い
て各設定 pH（pH 8、9、10、11、12）になるよう添加した【71】。そして、ホットスターラー（ASONE
社製：RSH-1DN）で撹拌（500rpm、15℃）しながら、リン酸態リン（PO4-P）と Mg2＋が 1：1になる
よう、模擬畜産排水中に塩化マグネシウム六水和物で調整した 100mM 塩化マグネシウム水溶液を最終
濃度 6.5mMになるまで 1時間添加し続けた。また、1mM 水酸化ナトリウム水溶液の添加により各設定
pH（pH 8、9、10、11、12）を維持しながらMPP生成後、濾紙（ADVANTEC社製：φ150mm）で反
応溶液と沈殿物を分離し、濾紙に付着した沈殿物は 60℃の送風定温乾燥器（ADVANTEC 社製：
DRS620DA）で 24時間乾燥、そして、濾液は ADVANTEC社製のプラスチックホルダー（PP-25）とメ
ンブレンフィルター（細孔径：0.45μm）により再度濾過した。 
 
 
   (2) 模擬畜産排水および沈殿物の成分分析・結晶形の観察 
 
３－２－１の(1)の反応前溶液と濾液中の PO4-P、Mg2＋、K＋、アンモニウム（NH4＋）をそれぞれモリ
ブデン青法、原子吸光分析装置（島津：AA-6300）を用いた原子吸光法と炎光光度法、インドフェノー
ル法で測定した。モリブデン青法では、関東化学（株）の特級試薬で調整したモリブデン酸アンモニウム
溶液（(NH4)6Mo7O24・4H2O：12g/L、C8H4K2O12Sb2・3H2O：0.48g/L、2M H2SO4：320mL）と L-アス
コルビン酸溶液（C6H8O6：72g/L）により、0.4mg/Lから 2mg/L PO4-P濃度の範囲内に希釈した試料を
測定した。まず 50mL比色管に試料 50mLとモリブデン酸アンモニウム溶液 2mlを添加し混合後、L-ア
スコルビン酸溶液 0.5mL を加えて再度混合し、暗室で 10 分間静置させた。つぎに紫外可視分光光度計
（JASCO社製：V-530）で波長 880nmの吸光度を測定し、予め作成した検量線から試料中の PO4-P濃
度を求めた。インドフェノール法においても、関東化学（株）の特級試薬で組成したナトリウムフェノキ
ジド（NaOH：35g/L、Phenol：125g/L、Aceton：24g/L）と 10%次亜塩素酸ナトリウム溶液により、
0.5mg/Lから 6.0mg/L NH4＋濃度の範囲内に希釈した試料を測定した。まず試料 25mlにナトリウムフェ
ノキシド 10ml を加え混合し、10%次亜塩素酸ナトリウム溶液 5ml を加え超純水で 50ml にメスアップ
後、直ちに転倒混和し室温で 30分間反応させた。つぎに紫外可視分光光度計で波長 630nmの吸光度を
測定し、予め作成した検量線から試料中の NH4＋濃度を求めた。沈殿物については分析走査型電子顕微
鏡（JEOL社製：JSM-6510A）による形状観察と EDS分析を行い、酸溶解後、反応前溶液および濾液と
同様の分析方法によりイオン・元素成分を分析した。 
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３－２－２ 結果と考察 
 
   (1) 中性から塩基性下での MPP生成 
 
まず３－２－１の各設定 pH（pH 8、9、10、11、12）で処理した模擬畜産排水中の PO4-P、Mg2＋、
K＋、NH4＋減少量を測定したところ、pHが中性に近づくにつれて各イオン減少量は低下した（表 3－1）。
特に pH 8と pH 9での K＋減少量が最も低かったことから、MPPの溶解度積（Ksp：2.4×10－11）に比べ
て低いMAP（Ksp：7.8×10⁻15）やリン酸マグネシウム（Ksp：1.4×10-25）が優先的に生成されたと考えら
れた【70】。対して pH 11では K＋減少量が最も高く、K＋：Mg2＋：PO₄-Pの減少比率がほぼ 1：1：1で
あったことから、pH 11下で式（3－1）のMPP（KMgPO4・6H2O）が高純度で生成されたと考えら
れた【71】【74】【75】。 
 
K＋ + Mg2＋ + HPO42
－ + OH－ + 6H2O → KMgPO4・6H2O↓ + H2O  (3－1) 
 
つぎに白色沈殿物中の PO4-P、Mg2＋、K＋、NH4＋濃度を測定した結果、pHが中性に近づくにつれ K
＋含有量は低く、また、NH4＋、Mg2＋、PO₄-Pがほぼ 1：1：1で構成されていた（図 3－1）。pH 8から
pH 9の中性付近は、MAP晶析の最適 pHであることから排水中ではMAPが優先的に生成され、対して
アルカリ性付近の pH 10では白色沈殿物中の K＋と NH4＋が同程度含まれており、また、pH 11では K
＋、Mg2＋、PO₄-P 含有量がほぼ 1：1：1 であったことから、MPP が優先的に生成されたと考えられた
【14】【20】。そして、pH 11の強塩基性条件下では式（3－2）のアンモニアストリッピングにより溶液
中のNH4＋が 3分の 1程度アンモニア（NH3）として気化したため、MAPの晶析を抑制したと考えられ
る【31】【76】。 
 
NH4
＋ ＋ OH－ → NH3↑ ＋ H2O   (3－2) 
 
図 3－2 のリン酸イオンの溶解度曲線により、MPP 生成時に必要なリン酸水素イオン（HPO42－）が
pH 7から pH 12.5下で多く存在し、K＋、Mg2＋とのイオン結合時の PO43－に移行し易いのが pH 10から
pH 12であることから、その範囲内の pH 11では効率的にMPPが生成されたと考えられた【77】【78】。
しかし、pH 12では式（3－3）のリン酸マグネシウム水和物（Mg3(PO4)2・XH2O）の生成要因となる PO43
－が多く存在し、また、式（3－4）のMg2＋と水酸化物イオン（OH－）の反応による水酸化マグネシウム
（Mg(OH)2）の生成が白色沈殿物中のMPP含有量を低下させたと考えられる【77】【78】【79】。以上か
ら高純度のMPP生成において pH 11の塩基性条件下が最も適していると考えられた。 
 
3Mg2＋ ＋ 2PO43－ ＋ XH2O → Mg3(PO4)2・XH2O↓  (3－3) 
 
Mg2＋ ＋ 2OH－ → Mg(OH)2↓     (3－4) 
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表 3－1 各設定 pHの模擬排水中の PO4-P, K＋, Mg2＋, NH4＋減少量 
 
成分 
[mM] 
pH 
8 9 10 11 12 
PO4-P 4.86 5.33 6.01 6.42 3.58 
K＋ 0.91 1.99 4.35 7.04 2.11 
Mg2＋ 3.23 5.18 5.92 6.44 6.65 
NH4＋ 3.41 3.61 4.15 3.59 3.11 
 
 
図 3－1 各設定 pHで生成された白色沈殿物中の PO4-P, K＋, Mg2＋, NH4＋濃度 
 
 
 
  図 3－2 酸性からアルカリ性下でのリン酸イオンの形態と溶解度曲線 
 
0
1
2
3
4
5
6
7
8
8.24 9.21 10.01 11.03 12.15
PO₄-P K
Mg NH4
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1
1.2
1.4
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
H₃PO₄ H₂PO₄²⁻ HPO₄²⁻ PO₄³⁻
初期 pH 
PO
4-
P,
 
K+
, 
Mg
2+
, 
NH
4+
濃
度
 
(
m
M)
 
4
＋ 
分
率
 
pH 
2＋ 
＋ 
 
− 
44 
  (2) 各設定 pHで回収された PO4-P 
 
表 3－1 と図 3－1 の PO4-P の数値から、各設定 pH の模擬畜産排水中の PO4-P 除去率と回収率を式
（3－5）と式（3－6）により求めた。その結果、pH 11での PO4-P除去率と回収率が最も高く、それぞ
れ 98.76%と 95.48%であったことから、排水中の PO4-Pのほとんどが白色沈殿物として回収された（表
3－2）。 
 
Recovery rate of PO4-P =
PO₄-P in white precipitate 
PO₄-P decrement
 
(3－5) 
 
Removal rate of PO4-P = 
PO4-Pinitial – PO4-Pequilibrium
PO4-Pinitial
 
(3－6) 
 
各設定 pHの排水中で生成された結晶形を顕微鏡観察したところ、 pH 8では平板状結晶、pH 9以上
ではMPP特有の針状結晶が確認された（図 3－3）。また、EDS分析により pHが上昇するにつれ結晶中
の K含有率は上昇し、pH 12では Kと Pの含有率が低下した（図 3－4）。pH 8条件下で確認された平
板状結晶は、元素構成および質量分析からリン酸一水素マグネシウム（MgHPO4・3H2O）であることが
分かり、また、図 3－2の pH 8ではリン酸イオンが主に HPO42－の形態で存在していることから、優先
的にMgHPO4・3H2Oが生成されたと考えられた。pH 12ではMg3(PO4)2・XH2Oの生成要因となる PO43
－が多く存在し、また、pH調整時に使用した水酸化ナトリウム水溶液が溶解度積の低いMg(OH)2（Ksp：
1.2×10－11）を生成させたと考えられる【74】【78】【79】。よって、pH 11の条件下で排水中から除去さ
れた PO4-Pの大部分はMPPとして回収されたと考えられた。 
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表 3－2 各設定 pHの模擬畜産排水中の PO4-P除去率と回収率 
 
PO4-P 
pH 
8 9 10 11 12 
除去率[%] 74.77 82 92.46 98.76 55.07 
回収率[%] 93.2 96.06 97.67 95.48 99.68 
 
 
 
図 3－3 pH 8 (a), pH 9 (b), pH 10 (c), pH 11 (d), pH12 (e) 下で生成された結晶の顕微鏡写真 
 
 
 
図 3－4 EDS分析による各設定 pHで生成された結晶中の元素成分の含有率 
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３－３ 強塩基性下での MAP の晶析評価 
 
３－３－１ 実験材料と方法 
  
 (1) アンモニウム含有排水の組成と反応条件 
 
リン酸二水素ナトリウム（NaH2PO4）で調整した排水 A（PO4-P：6.5mM）、また、リン酸二水素ナト
リウムと塩化アンモニウム（NH4Cl）で調整した排水 B（PO4-P：6.5 mM、NH4-N：5.6mM）をホット
スターラーで撹拌（500 rpm、15 ℃)しながら、PO4-P と Mg2＋が 1：1 になるよう、排水 A と B 中に
100mM塩化マグネシウム水溶液を最終濃度 6.5mMになるまで 1時間添加し続けた。また、1mM水酸
化ナトリウム水溶液の添加により pH 11を維持しながら反応後、濾紙で反応溶液と沈殿物を分離し、濾
紙（φ150mm）に付着した沈殿物は 60℃の送風定温乾燥器で 24時間乾燥、そして、濾液はプラスチック
ホルダーとメンブレンフィルター（細孔径：0.45μm）により再度濾過した。 
 
 
   (2)  アンモニウム含有排水および沈殿物の成分分析・結晶形の観察 
 
 ３－３－１の(1)の反応前溶液と濾液中の PO4-P、Mg2＋、NH4＋をそれぞれモリブデン青法、原子吸光
分析装置を用いた原子吸光法、インドフェノール法により測定し、沈殿物の結晶形を分析走査型電子顕
微鏡により形状観察した。 
 
 
３－３－２ 結果と考察 
 
pH 11で排水 Aと Bを処理したところ、各排水中の PO₄-Pは 2.32mMから 2.45mM、また、Mg2＋は
約 3.4mM減少しており、これは表 3－1の PO₄-P（6.42mM）とMg2＋（6.44mM）減少量の約 2分の 1
であった（表 3－5）。排水 B 中の NH4＋はほとんど減少せず、pH 11 の塩基性条件下ではリン酸イオン
が HPO42－と PO43－の形態を平衡に成すため、式（3－7）により各排水中ではリン酸マグネシウムナト
リウム（NaMgPO4・6H2O）が生成されたと考えられた【80】【81】。 
 
Na＋ ＋ Mg2＋ HPO42－ ＋ OH－ ＋ 6H2O → NaMgPO4・6H2O ＋ H2O   (3－7) 
 
また、排水 Aと B 中の結晶形を観察したところ、各排水ともに NaMgPO4・6H2O特有の板状結晶、
また、排水 B中では低濃度のNH4＋（0.32mM）により生成されたMAPの粒状結晶も確認された（図 3
－3）【14】【64】。表 3－5と図 3－3により、pH 11条件下でのMAPの晶析によるMPP生成への影響
はほとんどないと考えられた。しかし、pH調整時の水酸化ナトリウム水溶液の添加により、溶液中のナ
トリウムイオン（Na＋）濃度が上昇し、NaMgPO4・6H2O生成の要因になったことから、対策としてエ
アレーション方式を用いた排水中の pH上昇を連続試験において試験した【31】【79】【82】。 
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表 3－5 pH 11条件下で処理した排水 Aと B 中の元素, イオン成分の減少量 
 
PO4-P, Mg2＋, NH4＋ 
減少量 [mM] 
排水 [A, B] 
A [PO4-P, Mg] B [PO4-P, Mg, NH₄＋] 
PO4-P 2.32 2.45 
Mg 3.40 3.41 
NH4＋ － 0.32 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3－3 pH 11条件下で排水 Aと B中に生成された板状結晶 (NaMgPO4・6H2O) 
図 3－3 の顕微鏡写真 
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 ３－４ 硝酸イオンの共存による MPP生成への影響 
 
３－４－１ 実験材料と方法 
 
   (1) 硝酸イオン含有排水の組成と反応条件 
 
 塩化カリウム、リン酸水素ナトリウム、硝酸（HNO3）で各設定濃度の NO3－含有排水（K+：25.6mM、
PO4-P：6.5mM、NO3－：0．00、4.02、8.06mM）を調整し、ホットスターラーで撹拌（500rpm、15℃）
しながら、排水中の PO4-PとMg2＋が 1：1になるように 100mM 塩化マグネシウム水溶液を流速 13ml/h
に設定したぺリスタポンプ（ATTO社製：SJ-1211）で 1時間添加し続けた。また、1M 水酸化ナトリウ
ム水溶液を排水中の pHが pH 11になるように適宜添加し反応させた。反応後、濾紙（φ150mm）によ
り反応溶液と沈殿物を分離し、濾紙に付着した沈殿物は 60℃の送風定温乾燥器で 1 時間乾燥、そして、
濾液はプラスチックホルダーとメンブレンフィルター（細孔径：0.45μm）により再度濾過した。 
 
 
   (2)  硝酸イオン含有排水および沈殿物の成分分析・結晶形の観察 
 
３－４－１の(1)の反応前溶液と濾液中の PO4-P、K＋、Mg2＋、NO3－をそれぞれモリブデン青法、原子
吸光分析装置を用いた原子吸光法と炎光光度法、イオンクロマトグラフィー（Metrohm 社製：930 
Compact IC Flex）で測定した。沈殿物については分析走査型電子顕微鏡による形状観察を行い、酸溶解
後には反応前溶液および濾液と同様の分析方法により構成元素・イオンを分析した。 
 
 
３－４－２ 実験結果と考察 
 
表 3－6により NO3－添加時の PO4-P、K＋、Mg2＋減少量は無添加時と比べ大きな差はなく、反応後の
4.02mM と 8.06mM NO3－含有排水中の NO3－はそれぞれ 0.28mM、0.09mM と僅かに減少した。そし
て、各反応溶液中から回収した白色沈殿物中の PO4-P：K＋：Mg2＋の構成比は NO3－の有無関係なくほぼ
1：1：1を示し、NO3－はほとんど含まれていなかった（図 3－4）。また、電子顕微鏡により全反応溶液
中から MPP 特有の針状結晶が多く確認されたことから、NO3－による MPP 生成への影響はほとんどな
いと考えられた（図 3－5）。 
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表 3－6 各NO3－濃度の排水中における PO4-P, K＋, Mg2＋, NO3－減少量 
 
NO3－初期 
濃度 [mM] 
PO4-P, K＋, Mg2＋, NO3－減少量 [mM] 
PO4-P K+ Mg2+ NO3－ 
0.00 6.54  7.05  6.43  0.00  
4.02 5.53  6.32  6.41  0.28  
8.06 5.94  6.17  6.42  0.09  
 
 
 
図 3－4 各NO3－濃度の排水中で生成された白色沈殿物の各イオン構成比 (Mg2＋＝1) 
 
 
 
 
図 3－5 0.00mM (a), 3.68mM (b), 7.35mM (c) NO3－濃度の排水中で生成されたMPPの顕微鏡写真 
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３－５ 硫酸イオンの共存による MPP生成への影響 
 
３－５－１ 実験材料と方法 
 
   (1)  硫酸イオン含有排水の組成と反応条件 
 
 塩化カリウム、リン酸二水素ナトリウム、硫酸アンモニウムを用いて排水（K＋：25.6mM、PO4-P：
6.5mM、SO42－：0.00、1.02、2.04、3.06mM）を調整後、ホットスターラーで撹拌（500rpm）しながら、
排水中の PO4-Pと Mg2＋が 1：1になるように 100mM塩化マグネシウム水溶液を流速 13ml/hに設定し
たぺリスタポンプで 1時間添加し続けた。また、1M 水酸化ナトリウムを排水中の pHが pH 11になる
ように適宜添加し反応させた。反応後、濾紙（φ150mm）により反応溶液と沈殿物を分離し、濾紙に付着
した沈殿物は 60℃の送風定温乾燥器で 1時間乾燥、そして、濾液はプラスチックホルダーとメンブレン
フィルター（細孔径：0.45μm）により再度濾過した。 
 
 
   (2)  硫酸イオン含有排水の成分分析・結晶形の観察 
 
３－５－１の(1)の反応前溶液と濾液中の PO4-P、Mg2＋、K＋をそれぞれモリブデン青法、原子吸光分
析装置を用いた原子吸光法と炎光光度法により測定した。沈殿物については分析走査型電子顕微鏡によ
る形状観察および EDS 分析を行い、酸溶解後には反応前溶液および濾液と同様の分析方法によりイオ
ン・元素成分を分析した。 
 
 
  ３－５－２ 結果と考察 
 
   (1) 硫酸イオン濃度の変化による MPP生成への影響 
 
表 3－7により排水中の SO42－濃度が上昇すると同時に K＋減少量は低下し、対して SO42－減少量が増
加した。これは排水中の Mg2＋と SO42－が反応し、硫酸マグネシウム（MgSO4）が生成されたことによ
り、K＋減少量が低下したと考えられた【83】。各反応溶液中で生成された白色沈殿物中の構成成分を分析
したところ、SO42－濃度が上昇すると同時に白色沈殿物中の SO42－含有率が増加し、対して K＋は減少し
た（図 3－6）。また、SO42－存在時の排水中で生成された結晶を顕微鏡観察した結果、低濃度から高濃度
の SO42－で MPP特有の針状結晶の粒径が約 50μmから約 25μmに縮小したことから、高濃度の SO42－
はMPP生成を阻害することが考えられた（図 3－7）。 
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   (2) 硫酸イオン存在下で生成された白色沈殿物の分析 
 
 排水中の SO42－初期濃度が 3.06mM時、生成された白色沈殿物をEDS分析したところ、PO4-P（36.0%）、
K（18.4%）、Mg（45.6%）で構成されており、SO42－中の硫黄成分のピークはほとんど検出されなかっ
た（図 3－8）。pH 11では、リン酸イオンが主に HPO42－と PO43－の形態を取るため、同じ価数のHPO42
－と SO42－が置換固溶し、MPPと同時に溶解度積が高いMgSO4やMg3(PO4)2・XH2Oを生成したと考え
られた【84】【85】。図 3－6と図 3－8の白色沈殿物中の PO4-P：K＋（K）：Mg2＋（Mg）の構成比が 2：
1：2であったことから、白色沈殿物はMPPやMg3(PO4)2・XH2Oの結晶で構成されており、残りは SO42
－と Mg2+の反応により生成された硫酸マグネシウムが排水中に溶存していると考えられた。また、硫酸
アンモニウムの添加量が増加すると同時に排水中の NH4＋減少量も上昇したことから、強酸性の塩類で
ある硫酸アンモニウム添加直後に pHが低下し、MAPの晶析を引き起こしたと考えられた。しかし、pH 
11下では、アンモニアストリッピングによりMAPの晶析が最小限に抑えられるため、主に SO42－がMPP
生成に影響したと考えられた【31】【76】【82】。 
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表 3－7   各 SO42－濃度の排水中における PO4-P, K＋, Mg2＋, SO42－減少量 
 
SO42－初期 
濃度 [mM] 
PO4-P, K＋, Mg2＋, NH4＋, SO42－減少量 [mM] 
PO4-P K＋ Mg2＋ NH4＋ SO42－ 
0.000 6.270 6.437  6.316  0.000  0.000 
1.020 7.677 5.631  6.305 1.447 0.020 
2.040 7.295 5.189  6.398  2.971 0.037 
3.060 7.847 2.933 6.278 3.615 0.433 
 
 
 
 
 
 
 
図 3－6 各 SO42－濃度の排水中で生成された白色沈殿物の各イオン構成比 (Mg2＋＝1) 
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図 3－7  1.02mM (a), 2.04mM (b), 3.06mM (c) SO42－含有排水中で生成されたMPPの顕微鏡写真 
 
 
 
 
 
 
 
図 3－8 EDS分析による 3.06mM SO42－の排水中で生成された白色沈殿物中 
の PO4-P, K, Mg構成比率 
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３－６ 低濃度 PO4-Pおよびカリウム条件による MPP生成 
 
  ３－６－１ 実験材料と方法 
 
塩化カリウムとリン酸二水素ナトリウムを用いて低濃度の PO4-P 排水（PO4-P：0.65、1.61、3.23、
4.84mM、K＋：25.6mM）とカリウム排水（K＋：6.41、10.25、15.38、20.51mM、PO₄-P：6.5mM）に
調整後、ホットスターラーで撹拌（500rpm、15℃）しながら、PO4-PとMg2＋が 1：1になるように 100mM
塩化マグネシウム水溶液をぺリスタポンプ（流速：13 ml/h）で 1時間添加した。また、1mM水酸化ナ
トリウム水溶液を排水中の pHが pH 11になるように適宜添加し反応させた。反応後、濾紙（φ150mm）
により反応溶液と沈殿物を分離し、濾紙に付着した沈殿物は 60℃の送風定温乾燥器で 1時間乾燥、そし
て、濾液はプラスチックホルダーとメンブレンフィルター（細孔径：0.45μm）により再度濾過した。反
応前溶液と濾液中の PO4-P、K＋、Mg2＋、NH4＋はそれぞれモリブデン青法、原子吸光分析装置を用いた
原子吸光法と炎光光度法、インドフェノール法で測定され、沈殿物は酸溶解後に反応前溶液および濾液
と同様にイオン・元素成分を分析した。 
 
 
  ３－６－２ 結果と考察 
 
   (1) 低濃度 PO4-P排水中からの MPP生成 
 
 表 3－8と表 3－9により各設定濃度（PO4-P：0.65、1.61、3.23、4.84mM）の PO4-P排水でMPP生
成を行ったところ、排水中の PO4-P濃度が上昇すると同時に PO4-P、K＋、Mg2＋減少量は増加し、最大
濃度の 4.84mM PO4-P含有排水中では 90.37%の PO4-Pが除去され、対して最低濃度の 0.65mM PO4-P
では 37.14%の PO4-Pが減少した。また、回収した白色沈殿物中の PO4-Pも排水中の PO4-Pの初期濃度
が高いほど多く含まれており、白色沈殿物中の PO4-P：K＋：Mg2＋の構成比を分析した結果、排水中の
PO4-P の初期濃度が 3.23mM と 4.84mM 時にほぼ 1：1：1 であった（図 3－9）。PO4-P の初期濃度が
0.65mMではMPPの溶解度積を超えなかったために排水中の PO4-P、K＋、Mg2＋の減少量が低下し、初
期濃度が 3.23mM以上になると排水中の 90%以上の PO4-Pを高純度のMPPとして回収したと考えられ
た。 
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(2) 低濃度カリウム排水中からの MPP生成 
 
 表 3－10により全 K＋濃度の排水中でほぼ同量の PO4-P（6.15±0.16mM）とMg2＋（5.78±0.07mM）
が減少した。対してK＋減少量はK+の初期濃度が 6.41mMと 10.25mM時にそれぞれ 3.76mMと 4.24mM
を示し、これは PO4-PとMg2＋減少量に比べて低い値であった。表 3－11の各 K＋含有排水中から除去お
よび回収された PO4-P は 90%以上であったが、回収された白色沈殿物中の K＋含有量は K＋初期濃度が
10.25mM以下の時に PO4-Pを下回っていた（図 3－10）。K+初期濃度が 10.25mM以下の時、MPPに比
べMg3(PO4)2・XH2Oが優先的に生成されたため、白色沈殿物中の K+が低下したと考えられた。よって、
高純度のMPPを生成するためには排水中の K＋濃度を 15.38mM以上に保つことが重要と考えられる。 
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表 3－8 各 PO4-P濃度の排水中の PO4-P, K＋, Mg2＋減少量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 3－9 各 PO4-P濃度の排水処理での PO4-P除去率と回収率 
 
PO4-P初期濃度 [mM] 0.65 1.61 3.23 4.84 
PO4-P除去率 [%] 37.14 77.86 88.99 90.37 
PO4-P回収率 [%] 76.92 86.27 99.29 98.04 
 
 
 
 
 
図 3－9 各 PO4-P濃度の排水中で生成された白色沈殿物の各イオン構成比 (Mg2＋＝1) 
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表 3－10 各 K＋濃度の排水中の各イオン減少量 (PO4-P, K＋, Mg2＋) 
 
K＋ 初期 
濃度[mM] 
PO4-P, K＋, Mg2＋減少量 [mM] 
PO4-P K＋ Mg2＋ 
6.41 5.99  3.76  5.85  
10.25 6.07  4.24  5.71  
15.38 6.31  6.13  5.79  
20.51 6.19  6.82  5.80  
 
 
 
表 3－11 各 K＋濃度の排水処理での PO4-P除去率と回収率 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3－10 各 K＋濃度の排水中で生成された白色沈殿物の各イオン構成比 (Mg2＋＝1) 
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 ３－７ 連続試験による MPP生成の検討 
 
  ３－７－１ 実験材料と方法 
 
   (1) 連続試験装置の設置と操作方法 
 
図 3－11の連続試験装置の 20L原水槽と 10L反応槽に、塩化カリウム、リン酸二水素ナトリウム、塩
化アンモニウムで模擬畜産排水（K＋：25.6mM、PO4-P：6.5mM、NH4＋：5.6mM、pH 7.5）を調整し、
原水槽の排水を送液ポンプ（流量：7.7L/h）により反応槽へと送液しながら、P04-P と Mg2＋を 1：1 に
維持するため、反応槽に 50mM塩化マグネシウム水溶液を送液ポンプ（流量：1.5L/h）で 2時間添加し、
エアレーション方式（流速：30L/h）で攪拌した。また、排水中の pHを pH 11から pH 12に維持する
ため、pHコントローラ （ーpHC）と水酸化ナトリウム水溶液を用い調節しながら、MPP生成を行った。
反応槽内で生成された結晶は、送液の最中に溢れ出した溶液とともに沈殿槽へと送られ、沈殿槽のコー
ン部に沈殿していく仕組みとなっている。反応後、各槽内の浮遊物質を沈殿させるために暫く静置し、各
槽から採取した反応溶液を濾紙（φ150mm）により濾液と沈殿物に分離した。そして、濾紙に付着した沈
殿物は 60℃の送風定温乾燥器で 24 時間乾燥、そして、濾液はプラスチックホルダーとメンブレンフィ
ルター（細孔：0.45μm)で再度濾過した。. 
 
 
   (2) 連続処理排水と沈殿物の成分分析・結晶形の観察 
 
３－７－１の(1)の反応前溶液と濾液中の PO4-P、K＋、Mg2＋、NH4＋をそれぞれモリブデン青法、原
子吸光分析装置を用いた原子吸光法と炎光光度法、インドフェノール法で測定した。沈殿物については、
電子顕微鏡による形状観察、EDS分析、また、酸溶解後に濾液と同様の構成成分分析を行った。 
 
 
  ３－７－２ 結果と考察 
 
   (1) 連続試験装置による模擬畜産排水中の PO4-Pとカリウム除去 
 
図 3－11の連続試験装置により模擬畜産排水（K＋：25.6mM、PO4-P：6.5mM、NH4＋：5.6mM、pH 
7.5）を 2時間処理したところ、反応槽および沈殿槽内の排水中の PO4-Pと K＋減少量がほぼ 1：1のモ
ル量を示し、PO4-Pにおいては 90%以上除去された（表 3－12）。また、pH 11の強塩基性条件下でのア
ンモニアスリッピングにより排水中のNH4＋が半減したことから、連続試験装置により排水中でMPPを
優先的に生成したと考えられ、各槽（反応槽：12.92g、沈殿槽：17.67g）から合計 30.59gの白色沈殿物
を回収し成分分析した。回収した白色沈殿物量は、連続試験装置により生成される MPP の推定量（約
30g）とほぼ一致しており、連続試験装置により排水中の PO4-Pと K＋をMPPとして大量回収したと考
えられた。 
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   (2) 反応槽と沈殿槽から回収された白色沈殿物の成分分析 
 
EDS分析により連続試験装置の反応槽と沈殿槽から回収された白色沈殿物中の構成成分を分析したと
ころ、PO4-P、K、Mgの含有比率がほぼ 1：1：1を示し、僅かにNH4＋（4%）とナトリウム（Na：8%）
が含まれていた（図 3－12）。さらに酸溶解後の成分分析結果においても、各槽内で生成された白色沈殿
物中の PO4-P：K＋：Mg2＋がほぼ 1：1：1の比率で構成されており、また、電子顕微鏡による形状観察で
はMPP特有の針状結晶が確認された（図 3－13、図 3－14）。各槽の白色沈殿物中から検出されたNH4
＋は、多量の塩化マグネシウム水溶液の添加により送液口周辺の排水の pHが一時的に中性付近まで低下
したため、MAPが生成されたと考えられた。また、水酸化ナトリウム水溶液の添加により NaMgPO4・
6H2Oの生成も考えられたが、エアレーション方式による pH上昇の転換によりNaMgPO4・6H2Oの生
成を最小限に抑えたと考えられる【31】【76】【82】。 
 
 
３－８ まとめ 
 
本章では、模擬畜産排水中でのMPP生成の最適条件をバッチ試験により評価したところ、pH条件の
検討では pH 11で排水中の PO4-Pを最も除去し、また、MPP特有の針状結晶を白色沈殿物として回収
した。また、塩基性下で生じるアンモニアストリッピングによりNH4＋から生成されるMAPの晶析が抑
制され、pH 11 での MPP 晶析が最適であると考えられた。畜産 2 次処理排水中には高濃度の NO3－と
SO42－の残留が考えられ、これら共存物質によるMPP生成への影響を分析した結果、NO3－存在時のPO4-
P と K+の減少および回収量はほとんど影響しなかったが、SO42－存在時に MgSO4の生成や同じ 2 価の
HPO42－との競合反応により低下した。そして、PO4-Pと K＋が低濃度で存在時のMPP生成の影響では、
各成分を一定濃度（PO4-P：3.23mM、K＋：15.38mM）以上に維持することが高純度のMPP生成におい
て重要であると考えられ、以上のバッチ試験の結果を基に連続処理を行ったところ、排水中の 90%以上
の PO4-Pを 30.59gの白色沈殿物として回収した。 
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図 3－11 MPP大量生成を目的とした連続試験装置の構造図 
 
 
 
 
 
表 3－12 連続試験装置の反応槽, 沈殿槽, 放流排水中の各イオン濃度 
 
各イオン 
濃度[mM] 
反応槽 
沈殿槽 放流排水 
反応前 反応後 
PO4-P 6.48 0.64 0.57 0.49 
K＋ 29.74 22.87 23.13 23.67 
Mg2＋ 0.07 0.44 0.23 0.15 
NH4＋ 4.78 2.02 2.02 2.12 
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図 3－12 連続試験装置により生成された白色沈殿物中の各イオン・元素成分の含有率 
 
 
図 3－12 反応槽と沈殿槽から回収された白色沈殿物の各イオン構成比 (PO4-P＝1) 
 
 
 
図 3－13 反応槽 (a)・沈殿槽 (b) の排水中のMPPの電子顕微鏡写真 
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第４章 総括 
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総括 
 
 第 1 章では、我が国の畜産業で発生する畜舎汚水中の窒素とリンの法的排水基準から排水処理状況を
述べ、畜産 2 次処理排水中の窒素とリンの除去および回収する意義について提言した。日本の農家の大
部分は、経済的な理由で十分な処理装置の設置が困難な小規模農家で占めており、多くの小規模農家か
ら排水基準を超える窒素とリンが環境中に放出されていることが考えられた。畜舎汚水の原水には、高
濃度の窒素とリンが含まれており、そのままの状態で放出されると公共用水域や水生生物に悪影響を与
えることから、畜産農家は主に固液分離の 1 次処理から活性汚泥法の 2 次処理の工程を経て、汚水中の
窒素とリンを排水基準まで除去している。処理後の畜産 2次処理排水中には、アンモニウム（NH4+）態
窒素が他の窒素成分に比べ多く含まれている場合があり、従来の水質浄化資材（竹炭、EBB）では効果
的な処理が見込めないと考えられた。また、枯渇資源のリンは排水中から回収後の再利用が望まれてお
り、本誌では畜産 2 次処理排水中の NH4＋とリンを水質浄化資材およびリン晶析法により除去・回収し
た。 
第 2章では、水質浄化能を持つ微生物として注目されている枯草菌を担持させた水質浄化資材により、
100mg/L NH4＋含有の合成排水を処理したところ、約 60%の NH4＋が減少し、その際に発生した硝酸イ
オン（NO3－）は最大 0.17mg/Lを示した。また、処理排水中で水生生物に有毒な亜硝酸イオン（NO2－）
は検出されず、市販の水質浄化資材（EBB）使用時と比べ低い結果となった。合成排水中のNH4＋減少に
関わったのが枯草菌の近縁種である Lysinbacillus、Brevibacillusとグラム陰性桿菌類の Cronobacterの
微生物群であることを 16SrRNA 領域の遺伝子解析により判明した。その内の Cronobacter は有機酸存
在下で NH4＋を効率良く代謝し、その際に NO2－と NO3－を生成しなかったことから、Cronobacterをメ
タン発酵処理後のパーラー排水（消化液）処理への利用について検討した。さらに他の微生物との集積培
養で高濃度排水を処理することで知られる酵母菌との混合培養により、NH4+の分解促進を図った。まず
動物性堆肥から単離した酵母菌の ITS領域は Candida tropicalisの ITS領域の遺伝子配列と高い相同性
を示し、また、Cronobacter と同様に NH4＋処理時に NO2－と NO3－を生成しなかった。つぎに
Cronobactertと酵母菌の混合培養時には培地中のNH4＋を約 80%除去し、各菌の純粋培養時の除去率に
比べ高い値を示したことから、パーラー排水の消化液および原水中の有機物と窒素を効果的に処理する
ことが期待された。 
第 3章では、浄化処理装置を想定したマグネシウム塩添加によるリン酸マグネシウムカリウム（MPP）
晶析法を利用した排水中のリン酸態リン（PO4-P）とカリウムの同時回収について検討した。カリウムは、
リンと同じ有限な資源であり、我が国はこれら資源のほとんどを輸入で賄い、大量に排出していること
から、再利用可能な高度処理での回収方法が望まれている。しかし、畜産 2 次処理排水中のリンとカリ
ウムの最適な晶析法の条件が報告されていないことから、畜産 2 次処理排水中での MPP 生成における
最適条件を検討した。まず pH条件では、pH 11の強塩基性条件下でのアンモニアストリッピングにより
模擬畜産排水中のNH4＋をアンモニアとして気化しながら、PO4-PとカリウムをMPP特有の針状結晶が
集積した白色沈殿物として回収した。つぎに NO3－および硫酸イオン（SO42－）存在下でのMPP生成の
評価では、SO42－が MPP生成物質の 2価のリン酸水素イオン（HPO42－）と競合反応したことにより、
カリウムの回収量が低下し、SO42－に関しては事前の処理が必要と考えられた。そして、低濃度の PO4-P
とカリウムイオン（K＋）存在下では、各成分が一定濃度以上を満たしていない場合に排水中の PO4-Pお
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よび K＋の除去・回収率が低下した。ここまでの結果を基に連続試験によるMPPの大量生成を行ったと
ころ、排水中の PO4-Pとカリウムを 90%以上除去し、回収した白色沈殿物量は連続試験装置により生成
される MPP の推定量とほぼ一致したことから、本試験装置による実排水中からの PO4-P とカリウムを
MPPとして大量回収することが期待された。今後は実排水中の浮遊物質によるMPP生成への影響を評
価し実用化へと繋げる。 
 以上により、本実験で使用した水質浄化資材は従来の資材に比べ高い NH4＋処理能を持つことが評価
され、また Cronobacterと酵母菌を利用したパーラー排水処理について検討した。そして、畜産 2次処
理排水中の PO4-P とカリウムを本実験の MPP 生成条件で除去・回収することにより、天然のリンとカ
リウム消費量の低減、また、閉鎖性水域の富栄養化問題の解決に繋がることが期待される。 
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付録 
 
・SS   浮遊物質 
・CFU   生菌数 
・ORP   酸化還元電位 
・OD   濁度 
・TN   全窒素 
・ORG-N  有機態窒素 
・TOC   全炭素 
・ORG   有機物 
・EBB   エコ・バイオブロック 
・HAP   ヒドロキシアパタイト（Ca10(OH)2(PO4)6） 
・MAP   リン酸マグネシウムアンモニウム（MgNH4PO4・6H2O） 
・C6H12O6  D-グルコース 
・PCR   ポリメラーゼ連鎖反応 
・16SrRNA  リボソームを構成する RNA 
・ITS   内部転写領域 
・DDBJ   日本 DNAデータバンク 
・SCP   単細胞タンパク 
・YPD培地  酵母専用培地 
・MPP   リン酸マグネシウムカリウム（KMgPO4・6H2O） 
・PO4-P   リン酸態リン 
・MgHPO4・3H2O リン酸一水素マグネシウム 3水和物 
・Mg3(PO4)2・XH2O リン酸マグネシウム水和物 
・NaMgPO4・6H2O リン酸マグネシウムナトリウム 6水和物 
